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 CHAPITRE 1 : LES FORMES REACTIVES DE L’OXYGENE  
 
I. Définitions 
 
Les Formes Réactives de l'Oxygène (FRO) sont définies comme des formes dérivées de 
l’oxygène ayant une grande réactivité chimique. Elles incluent les radicaux libres de 
l’oxygène proprement dits, dont le radical superoxyde (O2•–), le radical hydroxyle (OH•), le 
monoxyde d’azote (NO), mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont le 
peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le peroxynitrite (ONOO-). Les radicaux libres sont des 
espèces chimiques (atome ou molécule) dont un ou plusieurs électrons sont non appariés sur 
l'orbitale externe d'un ou plusieurs atomes. Chaque atome est formé de deux éléments : un 
noyau, composé de protons et de neutrons, et des électrons gravitant autour du noyau. Les 
électrons prennent place sur une orbitale où ils sont appariés deux à deux. Lorsque les 
électrons ne sont pas appariés, leur tendance naturelle est d’interagir avec les électrons de 
molécules ou d’atomes voisins, pour reformer des liaisons chimiques covalentes. Cette 
propriété confère, aux atomes ayant des électrons non appariés ou aux molécules qu’ils 
forment, une très grande instabilité et par-là même une extrême réactivité chimique (1). 
Les radicaux libres peuvent être formés par la perte ou le gain d’un électron : 
 X  e- + X.+ : réaction d’oxydation 
 X + e-  X.- : réaction de réduction 
Les FRO vont oxyder les molécules environnantes (lipides, protéines et acides nucléiques) qui 
ne comportent pas d’électron non apparié. Une réaction en chaîne s’enclenche alors au cours 
de laquelle apparaissent de nouveaux radicaux, dits secondaires (R• + R' -> R + R•') [1]. Deux 
radicaux libres peuvent réagir entre eux et former des molécules oxydantes non radicalaires. 
C’est notamment le cas entre deux anions superoxydes (O2•–), ou entre un anion superoxyde 
(O2
•–), et le monoxyde d’azote (NO) ; la première réaction engendrant du peroxyde 
d’hydrogène (H2O2), la seconde du peroxynitrite (ONOO–).  
 
Conséquence du métabolisme aérobie, les FRO sont produites en continu par toute cellule 
eucaryote. Elles sont également éliminées en permanence par plusieurs systèmes 
enzymatiques dits anti-oxydants. Leur concentration intracellulaire est ainsi finement régulée. 
 11 
II. Principales formes réactives de l’oxygène 
II.A.  L’anion superoxyde (O2•–) 
L’anion superoxyde est le résultat de la réduction monovalente de l’oxygène moléculaire (O2), 
c’est-à-dire, l’addition d’un électron supplémentaire à l’oxygène moléculaire :  
O2 + e-   O2•– 
 
 Toxicité 
 
La durée de vie de l’anion superoxyde est relativement longue (jusqu'à quelques dizaines de 
secondes) car il est peu réactif en milieu aqueux. Il peut ainsi diffuser assez loin de son lieu de 
production. Toutefois sa charge électrique négative le rend incapable de diffuser à travers les 
membranes biologiques[2].  
La toxicité de l’anion superoxyde s'exerce plutôt d'une manière indirecte. En effet, en 
réagissant avec le peroxyde d’hydrogène (H2O2), il donne naissance au radical hydroxyle 
(OH) (réaction de Haber Weiss). Il peut également, en réagissant avec le monoxyde d’azote 
(NO), conduire à l'apparition de peroxynitrites (ONOO-) dont la toxicité est maintenant bien 
établie[3]. 
 
 Principaux mécanismes de production de l’anion superoxyde 
 
Les sources de production de l’anion superoxyde sont la chaîne respiratoire mitochondriale, 
les NADPH oxydases (NOX) et dans une moindre mesure, la xanthine oxydase. 
 
 La chaîne respiratoire mitochondriale : 
90% de la production d’anion superoxyde résulte du métabolisme aérobie, et provient de la 
chaîne respiratoire. Il est estimé qu’environ 0.2 % de l’oxygène consommé par la chaîne 
respiratoire conduit à la formation d'anion superoxyde[1]. Durant la phosphorylation 
oxydative dans la mitochondrie, un gradient de protons est établi au sein de la membrane 
mitochondriale, constituant une source d’énergie pour la synthèse de l’ATP. A ce processus 
métabolique est associée la production d’anion superoxyde par une réduction monovalente de 
l’oxygène à partir des électrons libérés par la chaîne respiratoire, 
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 Les NADPH oxydases (NOX) : 
Elles constituent une famille d’enzymes principalement impliquées dans la défense 
antibactérienne et dans la transmission du signal. Les NOX sont des protéines multimériques 
transmembranaires, qui siègent au sein de la membrane plasmique et de certaines membranes 
intracellulaires. Elles catalysent la réduction monovalente de l’O2 en anion superoxyde (O2•–) 
à partir du NADPH[4]:NADPH + 2 O2  NADP+ + H+ + 2 O2•– 
Sept NOX ont jusqu'à présent été identifiées : NOX1 à NOX5, DUOX1 et  2  (dualoxidase). 
Les NADPH oxydases exprimées sur des épithéliums de surface (colon, poumon…) ont un 
rôle de défense antibactérienne. Les enzymes DUOX sont impliquées dans la biosynthèse des 
hormones thyroïdiennes. Le DPI (diphenyleneiodonium) est un inhibiteur chimique spécifique 
des NADPH oxydases. 
 
La NADPH oxydase des cellules phagocytaires, NOX2, fut la première identifiée et reste la 
mieux connue. La NOX2 est un complexe enzymatique multiprotéique qui lorsqu’il est activé 
est composé de six éléments[5, 6] (Figure 1) 
- Deux éléments transmembranaires qui forment le flavocytochrome b558  et constituent 
le noyau catalytique de l’enzyme : gp91PHOX  et p22PHOX. 
- Trois composants cytosoliques p47PHOX, p67PHOX, et p40PHOX qui permettent une 
régulation étroite de l'activité de la NADPH oxydase. L’assemblage de ces éléments 
au flavocytochrome b558 est nécessaire à l’activation de l’enzyme.  
- RAC GTPase, qui est une petite protéine G, appartenant avec RAS à la superfamille 
des protéines Rho GTPases. Au repos, RAC est complexée à une protéine inhibitrice 
Rho-GDI (Rho GDP-dissociation inhibitor) et est maintenue dans le cytoplasme. Lors 
de l’activation de la cellule, il se produit un clivage entre RAC et Rho-GDI. RAC 
migre alors à la membrane plasmique et peut échanger le GDP contre du GTP. RAC 
hydrolyse le GTP, activant ainsi la NADPH oxydase 
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Figure 1 : Activation du complexe NADPH oxydase, d’après Assari et al [7]. 
 
 La Xanthine oxydase  
La xanthine oxydase est une des deux formes de la xanthine oxydoréductase, l’autre étant la 
xanthine déshydrogénase [8]. Elle est, chez l'homme, la principale enzyme responsable de la 
dégradation des bases puriques. Elle catalyse les deux dernières étapes, c’est à dire 
l’oxydation de l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique. La xanthine oxidase 
entraîne la réduction de l’oxygène (O2) en anion superoxyde (O2•–). Cependant, in vivo, 
l’essentielle de l’oxydation de la xanthine et de l’hypoxanthine est assurée par la xanthine 
deshydrogénase, qui utilise préférentiellement comme accepteur d’électrons la NAD+[8, 9]. 
Dans les conditions normales, le métabolisme des bases puriques est donc une source 
négligeable d’anion superoxyde. 
 
II.B.  Peroxyde d'hydrogène (H2O2) 
Le peroxyde d’hydrogène résulte de la dismutation de l’anion superoxyde:  
 O2
•– + O2
•– + 2H+ H2O2 + O2 
 
 Toxicité 
 
Le peroxyde d’hydrogène a la capacité de traverser les membranes biologiques[10]. De ce fait, 
et compte tenu également d’une faible réactivité, l’H2O2 peut se retrouver à une grande 
distance de son lieu de synthèse. 
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Sa toxicité est principalement liée au fait qu’en présence d’ions métalliques, tels que les ions 
ferreux (Fe2+) et cuivre (Cu+), le peroxyde d’hydrogène peut se réduire en radical hydroxyle 
(OH•) hautement réactif et donc toxique. L’ H2O2 peut également interagir directement avec 
des protéines et d’autres molécules contenant des groupements thiols. 
 
 Mécanismes de production du peroxyde d’hydrogène 
 
La production du peroxyde d’hydrogène résulte de la dismutation de l’anion superoxyde, 
réaction qui peut être spontanée ou catalysée par les superoxyde dismutases (SOD).  
Les FRO produites constamment au cours du métabolisme aérobies, sont éliminées par un 
arsenal de molécules qualifiées d’anti-oxydantes, qui seront détaillées par la suite. Les 
superoxyde dismutases (SOD) entrent dans ce groupe des molécules anti-oxydantes, bien 
qu’elles conduisent à la formation d’une autre forme réactive de l’oxygène, l’ H2O2.  
 
II.C.  Radical hydroxyle (OH)  
 Toxicité 
 
Parmi les FRO intracellulaires, le radical hydroxyle est l’oxydant le plus réactif et le plus 
puissant. En effet, il peut réagir avec toutes les molécules environnantes, et intervient ainsi 
directement dans la dégradation des acides nucléiques (ADN), la peroxydation lipidique et 
l’oxydation des protéines[11]. A ce titre, il représente une source potentielle de lésions 
moléculaires, cellulaires et tissulaires importantes. Cette toxicité est due à son extrême 
réactivité qui se traduit par des constantes de vitesse (k (OH+ substrat)) comprises entre 108 
et 1010 mol-1.L.s-1.  
La durée de vie des radicaux OH est extrêmement faible (de l’ordre de 10-9 secondes) et les 
distances qu'ils peuvent parcourir sont également très faibles (inférieures à la dizaine de 
nanomètres) [12]. Ce sont donc des radicaux qui diffusent peu et qui réagissent quasiment sur 
le lieu de leur production, à l'opposé du peroxyde d’hydrogène.  
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 Production 
 
La principale voie de production est celle impliquant les cations métalliques, c'est la réaction 
de Fenton. In vivo, il est bien établi que la production du radical hydroxyle en présence 
d’oxygène dépend de la concentration en métaux, notamment en cations fer et cuivre [13, 14]:  
Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH- + OH     
La production de radical hydroxyle peut également se faire indépendamment des cations 
métalliques par l’interaction entre l’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène, c'est la 
réaction  d’Haber-Weiss:  
H2O2+ O2
•–  O2 + OH + OH  
 
II.D.  Le monoxyde d’azote (NO)  
 Toxicité 
 
La production de NO est physiologique et joue un rôle majeur dans divers processus 
physiologiques qui sont orchestrés par deux grands mécanismes d’action[15] (Figure 2): 
 - La voie du GMP cyclique est la voie principale par laquelle le NO exerce la plupart de ses 
actions biologiques. La liaison du NO à la guanylate cyclase soluble induit  la production du 
second messager GMPc à partir du GTP. Le GMPc induit l’activation de plusieurs protéines 
kinases et de phosphodiesterases. Ces enzymes sont responsables de l’effet vasculaire du 
NO (vasodilatation par relaxation des muscles lisses) et de l’inhibition de l’agrégation 
plaquettaire.  
- La voie indépendante du GMPc passe par la réaction du NO avec d’autres espèces 
radicalaires. Sa réactivité est comparable à celle de l’anion superoxyde. Toutefois,  n’étant pas 
chargé, il présente une capacité de diffusion membranaire et cellulaire plus élevée. Cependant, 
il peut générer un large spectre d’espèces réactives (N2O3, NO2•, N2O4, ONOO-…). Parmi ces 
produits de réactions, le peroxynitrite (ONOO-), généré par la réaction du NO avec l’anion 
superoxide est considéré comme le plus important[15]. Le NO peut aussi modifier les 
protéines directement par des phénomènes de nitration ou nitrosylation  
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Figure 2 : Production du NO et états redox, d’après Huerta S et al[16] 
Légendes : soluble guanylate cyclase (sGC), protéine kinase G (PKG), protéine kinase A (PKA), 
phosphodiestérases (PDE) et canaux ioniques (CNG)  
 
 Production 
Le NO est  synthétisé par l’oxydation de la L-arginine par les NO-synthase. Cette réaction 
requiert la présence de cofacteurs NADPH et O2 et conduit à la formation de L-citrulline et de 
NO (Figure 2) Chez les mammifères, trois isoformes de cette enzyme existent, qui diffèrent 
dans leur localisation cellulaire et leur mode de régulation : 
- NO-synthase 1 ou neuronale (nNOS) 
- NO-synthase 2 ou inductible (iNOS) 
- NO-synthase 3 ou endothéliale (eNOS) 
La nNos est localisée essentiellement dans le système nerveux où son rôle principal est la 
neurotransmission. Elle a aussi été retrouvée dans des tissus musculaires et des cellules 
épithéliales du poumon. La eNOS est quant à elle exprimée constitutivement dans les 
myocytes, les cellules pyramidales de l’hippocampe et les cellules endothéliales. Elle serait 
également présente dans les lymphocytes. Les NO-synthases 1 et 3 sont exprimées 
constitutivement et sont régulées par le calcium intracellulaire via l’action de la calmoduline. 
Au contraire, la NO-synthase 2 est indépendant du calcium et n’est exprimée qu’après 
stimulation par des cytokines telles que l’IFN-, le TNF-, l’IL-1,ou l’IL-6[17]. Elle est alors 
exprimée dans des types cellulaires variés incluant les macrophages, les lymphocytes les 
hépatocytes, les ostéoclastes,  les cellules dendritiques, les astrocytes et les cellules 
épithéliales. Le L-NAME (-N(G)-nitroarginine methyl ester) est un inhibiteur chimique des 
trois NO-synthases. 
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II.E.  Le peroxynitrite 
 Toxicité 
 
Le peroxynitrite existe physiologiquement à l’état d’anion ONOO- mais son pKa étant proche 
du pH physiologique, une proportion de peroxynitrite peut exister sous la forme acide 
ONOOH. La réactivité du peroxynirite est hautement dépendante du pH car l’anion 
peroxynitrite (ONOO-) est plus réactif que l’acide peroxynitreux (ONOOH). Ils participent à 
des réactions d’oxydation avec des molécules, incluant des métaux de transition ou des 
groupements thiols.  
Une réaction fondamentale de ONOO- dans les systèmes biologiques est sa réaction rapide 
avec le dioxyde de carbone (CO2), qui conduit à la formation d’espèces oxydantes : le 
carbonate CO3•- et le dioxyde d’azote NO2•. Les réactions du dioxyde d’azote pourront 
conduire à la formation de composés nitrés. Alternativement, ONOOH peut se décomposer 
lentement en d’autres oxydants (NO2•, OH•). Cependant cette réaction est lente, et représente 
donc une composante modeste de la réactivité in vivo du peroxynitrite. 
 
 Production 
 
Le peroxynitrite est une espèce oxydante non radicalaire de courte demi-vie, produite par la 
réaction du monoxyde d’azote (NO) et l’anion superoxyde (O2•-). Les sites de formation du 
peroxynitrite sont supposées être associés spatialement aux sites de production de l’anion 
superoxide (tels que les NADPH oxydases et la chaine respiratoire mitochondriale) car 
contrairement au NO qui est assez stable et diffusible, l’anion superoxyde a une demi vie 
courte et une mauvaise diffusion membranaire. 
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III. Les systèmes de détoxification des FRO : systèmes antioxydants 
 
Un anti-oxydant se définit comme toute substance qui, lorsqu’elle est présente à une faible 
concentration comparée à celle d’un substrat oxydable, retarde ou prévient significativement 
l’oxydation de ce substrat [1]. Chez l’homme, on distingue les systèmes antioxydants 
enzymatiques et les systèmes non-enzymatiques (tableau 1).  
 
Les systèmes enzymatiques Les systèmes non enzymatiques 
 
Elimination de l’anion superoxyde  
Les superoxydes dismutases  
 
Elimination du peroxyde d’hydrogène  
Catalase  
Glutathion peroxydases & glutathion réductase  
      Peroxyrédoxines et thiorédoxine réductase  
          Internalisation via les récepteurs à transferrine  
          Stockage par la ferritine 
 
 
Elimination de l’anion superoxyde  
Les vitamines C et E  
Les flavonoïdes 
Les caroténoïdes 
L’ubiquinone (coenzyme Q10) 
 
Elimination du peroxyde d'hydrogène  
 Les vitamines C et E  
Le glutathion (GSH) 
La thiorédoxine 
 
Tableau 1 : Systèmes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques 
 
 
III.A.  Les superoxyde dismutases (SOD) 
Les SOD catalysent la dismutation de deux anions superoxyde en peroxyde d’hydrogène: 
      SOD 
O2
•– + O2
•– + 2H+      H2O2 + O2 
Cette réaction peut s'effectuer spontanément, mais la SOD l'accélère environ 10 000 fois [1]. 
Les SOD ont toutes en commun d’être liées à un métal, le cuivre, le zinc ou le manganèse qui 
va servir au transfert d’électron.  
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 Trois sortes de SOD ont été identifiées dans la cellule eucaryote:  
 
 La SOD1 à cuivre et à zinc (Cu-ZnSOD) est retrouvée principalement dans le 
cytosol. Le cuivre (Cu2+) est nécessaire à l’activité catalytique de la SOD1, 
tandis que le zinc aide uniquement à la stabilisation de l’enzyme. 
 La SOD2 à manganèse (MnSOD) siège au niveau de la matrice mitochondriale. 
Elle occupe une place centrale dans la détoxification des FRO puisque, dans 
les conditions physiologiques, 90% des FRO sont produits au niveau de la 
chaîne respiratoire mitochondriale.  
 La SOD3 ou EC-SOD, à cuivre et à zinc est une protéine secrétée et présente 
principalement dans le milieu extra-cellulaire[18, 19]. Elle est présente dans 
les espaces interstitiels ainsi que le plasma, la lymphe, et le liquide synovial 
[20].  
 
Les SOD jouent donc un rôle majeur dans l’élimination de l’anion superoxyde produit par le 
métabolisme aérobie mais aussi par la NADPH oxydase. Cependant, l’effet protecteur de la 
SOD est conditionné par la possibilité pour la cellule d'éliminer efficacement le peroxyde 
d’hydrogène produit par la SOD, lui même toxique [21]. L’effet de la SOD ne doit donc pas 
être envisagé isolément mais en fonction de l’activité d’autres enzymes chargés d’éliminer le 
peroxyde d’hydrogène, principalement la catalase et la glutathion peroxydase. 
 
 Les mimétiques chimiques de SOD catalysent la même réaction que la SOD, c’est-à-
dire, la dismutation de O2
- en O2 et H2O2 . 
On distingue deux grandes familles de mimétiques en fonction de la nature du métal 
contenu. Les mimétiques de CuZn-SOD utilisent le cuivre et les mimétiques de MnSOD 
utilisent le Manganèse.  
 
Mimétiques de CuZn-SOD : 
Cette famille comprend de nombreux membres. Parmi eux on peut citer le CuDIPS 
(Cu(II)(3,5-diisopropylsalicylic acid)2) [22], le Cu(II) histidine complexes [23], le Bis(2,9-
dimethyl-1,10-phenaanthroline)- Cu(I)nitrate[24] et le Cu(II)-oligopeptide [25]. 
 
Mimétiques de Mn-SOD : 
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On en distingue quatre sous-classes : les métalloporphyrines au Manganèse (III), les 
complexes salen - manganèse (III), les complexes pentaazamacrocyclic - Manganese(II) et les  
nitroxides[25]. Les composes nitroxides ont la particularité de ne pas contenir de métal[26]. 
Le MnTBAP (manganese(III)tetrakis(4-benzoicacid)porphyrine) et le mangafodipir sont des 
mimétiques chimiques de la Mn-SOD.  
 
III.B.  La catalase 
La catalase est une peroxydase à noyau hème, dont la synthèse est proportionnelle à la 
concentration en H2O2. Elle catalyse directement la décomposition du peroxyde d’hydrogène 
en eau et en di-oxygène :              H2O2 + Fe
3+ catalase  H2O + O=Fe5+catalase 
                        puis                       H2O2 + O=Fe
5+catalase  Fe3+ catalase + H2O + O2 
 
Elle est exprimée par la plupart des cellules de l’organisme mais est particulièrement 
concentrée dans le foie [1]. Au niveau subcellulaire, elle est principalement localisée dans les 
peroxysomes et n’est pas, ou très peu, présente dans les mitochondries. Les faibles 
conséquences cliniques du déficit héréditaire en catalase suggèrent que celle-ci n’est pas 
indispensable à l’élimination du peroxyde d’hydrogène produit par les cellules dans les 
conditions normales[27].  
 
 
III.C.  Les glutathion peroxydases et le glutathion 
Les glutathion peroxydases (GPx) catalysent la décomposition du peroxyde d’hydrogène en 
couplant sa réduction en H2O avec l’oxydation du glutathion réduit (GSH) en bisulfure de 
glutathion (GSSG) :          GPx 
                                   GSH + H2O2  GSSG + 2H2O  
 
Les GPx sont composées de quatre sous-unités, chacune contenant un atome de sélénium 
essentiel à l’activité enzymatique. Les GPx sont majoritairement localisées dans le 
cytoplasme. La plus grande partie du peroxyde d’hydrogène produit au niveau des 
mitochondries ou du cytoplasme est éliminé par les GPx plutôt que par la catalase [1]. Une 
proportion plus faible des GPx est présente dans la matrice mitochondriale. Les mitochondries 
sont dépourvues des enzymes nécessaires à la synthèse du GSH qui doit donc être importé du 
cytoplasme. 
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Le GSH est présent dans pratiquement toutes les cellules [28]. Il est synthétisé à partir du L-
glutamate, de la L-cystéine, et de la L-glycine par l'action consécutive de la γ-
glutamylcysteine synthétase puis de la GSH synthétase au cours de deux réactions ATP 
dépendantes [29]. La première réaction est limitante et subit un rétrocontrôle négatif par le 
GSH formé. Toutefois, lorsque le GSH est consommé, le rétrocontrôle négatif n’opérant plus, 
la disponibilité en L-cystéine devient alors le facteur limitant [30]. Le GSH contient un 
groupement thiol (-SH) au niveau du résidu cystéine qui possède un fort pouvoir réducteur. 
Les deux tiers du glutathion libre sont sous la forme réduite GSH [31]. Pour maintenir un ratio 
GSH / GSSG élevé, la forme oxydée du glutathion (GSSG) est réduite en GSH par la 
glutathion réductase (GR). Le NADPH est le cofacteur de cette réaction:  
                     GSSG + NADPH + H+  2GSH + NADP+  
Outre son rôle de co-facteur des GPx, le GSH réduit est impliqué dans de nombreux autres 
processus métaboliques. Il intervient dans la détoxification directe des FRO. En effet, il peut 
réagir avec de nombreuses formes réactives de l’oxygène telles que OH ou HOCl. Cette 
réaction génère un radical thiyl (GS) qui peut se dimériser pour former le bisulfure de 
glutathion - GSSG. Celui-ci est alors régénéré en GSH par la GSH réductase [32]. Enfin, il est 
impliqué dans le métabolisme de certains xénobiotiques possédant un radical électrophile. 
 
Mimétique : 
La N-acetyl-cysteine (NAC) est un précurseur du glutathion qui présente l'avantage d'une 
meilleure pénétration intracellulaire, favorisant son utilisation en thérapeutique. Elle 
augmente l'activité de la GSH-reductase mais également de la catalase [33].  
 
III.D.  Les peroxirédoxines (Prx) et la thiorédoxine (Trx) 
Les peroxirédoxines (Prx) forment une famille de peroxydases à groupement thiol capables de 
réduire le peroxyde d’hydrogène et d’autres peroxydes [32, 34]. Elles ont en commun de 
posséder un résidu cystéine à leur extrémité N terminale qui va être le site primitif 
d’oxydation par le peroxyde d’hydrogène : 
                                           Prx-SH + H2O2  Prx-SOH + H2O 
La Prx oxydée réagit alors avec une autre molécule de Prx-SH pour former un pont disulfide : 
                                           Prx-SH + Prx-SOH  Prx-S-S-Prx + H2O 
Le dimère disufide est finalement régénéré en Prx réduite en oxydant une molécule contenant 
deux groupements thiols adjacents, la thioredoxine (TRx) : 
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                                            Prx-S-S-Prx + TRx-(SH)2  Prx-SH + TRx-S2 
Les deux groupements thiols de la TRx forment alors un pont disulfide qui est réduit par la 
thiorédoxine réductase en utilisant comme donneur d’électrons le NADPH : 
                                           TRx-S2 + NADPH + H+  NADP+ + TRx-(SH)2 
Il existe six isoformes de PRx localisés principalement dans le cytoplasme et les 
mitochondries. Leur activité catalytique est plus faible que celle de la catalase ou des GPx 
mais elles possèdent une forte affinité avec le peroxyde d’hydrogène. Les PRx pourraient 
ainsi être plus efficaces pour éliminer des niveaux faibles de peroxyde d’hydrogène [34]. 
 
III.E.  Autres systèmes 
Les vitamines E (lipophile) et C (hydrophile) éliminent les radicaux hydroxyles. L’ubiquinone, 
ou co-enzyme Q10, est une substance similaire à une vitamine. Elle joue un rôle significatif 
dans la production d’énergie au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale et un rôle 
antioxydant de protection des cellules contre les effets destructeurs des radicaux libres. 
 
Figure 3 : Principaux systèmes impliqués dans la production et l’élimination des FRO 
 
SOD = superoxyde dismutase, GPX = Glutathion peroxydase, Prx = peroxyrédoxine et Trx = thioredoxine, GR = 
Glutathion réductase, GSH = glutathion, GSSG= bisulfure de glutathion 
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IV. Les effets biochimiques des FRO 
 
Les dérivés réactifs de l’oxygène peuvent interagir entre eux, mais aussi avec tous les types de 
composants cellulaires : protéines, lipides, glucides et ADN. Ces effets dépendent de leur 
réactivité propre, de leur affinité préférentielle pour tel ou tel substrat, de leur concentration et 
de leur capacité de diffusion. Le stress oxydant est défini par une accumulation intracellulaire 
excessive de FRO [35]. Il peut être dû à un excès de production de FRO et/ou à un défaut des 
systèmes anti-oxydants. Le stress oxydant est un phénomène permanent, lié principalement au 
métabolisme aérobie. Il est responsable quotidiennement de la formation d’environ 105 
lésions sur l’ADN de chaque cellule [36]. Il est ainsi impliqué dans les processus de 
vieillissement ainsi que dans un grand nombre de pathologies dégénératives. Les 
modifications intracellulaires provoquées par les FRO peuvent également participer à la 
transformation et à la progression tumorale.  
 
IV.A.  Action sur l’ADN 
Les FRO les plus réactives vis à vis de l’ADN sont le radical hydroxyle et le peroxynitrite 
[37]. Par contre, l’anion superoxyde ne réagit pas directement avec l’ADN [38]. Un grand 
nombre des lésions provoquées sur l’ADN sont mutagènes, entraînant des modifications 
permanentes du patrimoine génétique.  
Les principaux dommages induits par le stress oxydant sont l’oxydation des bases [39], la 
création de sites abasiques, les cassures simple ou double brins liées à l’attaque d’un radical 
hydroxyle sur le désoxyribose [40], les pontages ADN-protéines ou ADN-ADN et les adduits 
intra-caténaires liés à l'attaque par des aldéhydes mutagènes provenant de la peroxydation des 
lipides [41-43] (Figure 4).  
L’ADN mitochondrial est particulièrement exposé au stress oxydant du fait de la production 
in situ continue de FRO par la chaîne respiratoire [44]. L’ADN mitochondrial est aussi plus 
sensible aux méfaits des FRO puisque ses capacités de réparation sont plus limitées et puisque, 
du fait de l’absence d’intron, toute mutation sur l’ADN mitochondrial est susceptible d’altérer 
la séquence codante d’un gène et entraîner des conséquences biologiques. 
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Figure 4: Actions des FRO sur l’ADN d’après Favier (http://ist.inserm.fr). 
 
IV.B.  Action sur les lipides 
L’action des FRO sur les lipides correspond à la peroxydation lipidique. Elle concerne 
principalement les acides gras polyinsaturés ou PUFAs (Poly Unsaturated Fatty Acid) qui 
sont des constituants majeurs des membranes cytoplasmiques et mitochondriales. La 
peroxydation lipidique des PUFAs se subdivise en trois phases : initiation, propagation et 
terminaison. 
 Initiation 
LH + OH  L + H2O 
L'attaque, par le radical hydroxyle d'un acide gras polyinsaturé (LH) conduit à la formation 
d'un radical lipidique (L). Il est possible que d'autres radicaux puissent également initier la 
peroxydation lipidique, en particulier le peroxyde d’hydrogène et le peroxynitrite (ONOO-) 
[32]. 
 
 Propagation      
 
                                            L  + O2  LOO 
                                            LOO+ LH   LOOH + L 
 
Le radical lipidique L réagit lui-même avec le dioxygène pour former le lipoperoxyde 
(LOO). Le lipoperoxyde réagit avec un autre acide gras polyinsaturé ce qui engendre 
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simultanément un hydroxylipoperoxyde (LOOH) et un nouveau radical L assurant ainsi la 
propagation du processus. Chaque radical lipidique (L) est à l'origine d'une centaine de 
molécules d’hydroxylipoperoxyde (LOOH). 
 
  Terminaison  
 
                                   LOO+ LOO    LOOH + O2 
                                   LOO+ L   LOOH  
                                   L + L   LL  
La phase de terminaison consiste en la formation de composés stables issus de la rencontre de 
deux espèces radicalaires. Cette phase ne survient qu'après un certain temps car la probabilité 
de rencontre entre deux radicaux libres est beaucoup plus faible que celle entre radical libre et 
acides gras polyinsaturés (leurs concentrations étant de très loin supérieures).  
 
 Conséquences de la peroxydation lipidique 
 
La peroxydation lipidique a deux conséquences : la transformation des radicaux lipidiques en 
aldéhydes qui eux-mêmes, comme nous l’avons vu précédemment, induisent des mutations de 
l’ADN, et l’induction de l’apoptose par peroxydation des membranes mitochondriales et 
augmentation de leur perméabilité. 
 
IV.C.  Action sur les protéines 
Les formes radicalaires peuvent agir au niveau de la chaîne principale de protéines conduisant 
à une fragmentation ou à un pontage intra- ou inter-moléculaire [17, 45]. L’interaction peut 
aussi se situer au niveau de la  chaîne latérale avec des acides aminés aromatiques (tyrosine, 
tryptophane, phénylalanine) conduisant à la formation par exemple de dityrosine ou de 
nitrotyrosine. Les résidus soufrés méthionine et cystéine sont particulièrement sensibles. Les 
acides aminés aliphatiques sont moins sensibles et seuls les FRO puissantes comme OH• 
peuvent interagir avec la lysine ou l’arginine et aboutir dans ce cas à la formation de 
groupements carbonyls [46]. Ces modifications entraînent des modifications 
conformationnelles, des fragmentations ou des lésions entre protéines et sont ainsi 
susceptibles de modifier l’activité des protéines.  
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Figure 5 : Régulation des fonctions protéiques par les FRO, d’après Trachootam et al [47]  
 
 Conséquences cellulaires d’une modification des protéines par le stress oxydant 
Les FRO peuvent altérer les fonctions des protéines par différents mécanismes, incluant la 
régulation de leur expression, des modifications post  traductionnelles, et l’altération de leur 
stabilité (Figure 5) : 
- Au niveau de la synthèse protéique, les modifications de la transcription jouent sur 
l’expression de protéines de signalisation. Ainsi, de nombreux facteurs de 
transcription tels que le nuclear factor-ĸB (NF-ĸB), AP-1 , HIF-1α et p53 ont des 
résidus cystéines (SH) dont l’oxydation  (SOx) peut inhiber l’activité.  
- Des protéines comme TRX, RAS et Akt peuvent être modifiées directement, par 
l’oxydation de leurs acides aminés cystéine, tyrosine et méthionine, résultant en 
l’altération de leurs fonctions.  
- Les FRO peuvent interrompre l’interaction entre deux protéines par modification d’un 
des partenaires. Cette dissociation du complexe protéique peut conduire à une 
modification de son activité. Parmi ces protéines interagissant entre elles et sensibles 
au stress oxydant, on peut citer ASK1-TRX, JNK-GST, P53-JNK et Nrf2-keap1. 
- Les modifications post traductionnelles telles que des phosphorylations peuvent 
activer ou inhiber des fonctions protéiques. Des phosphatases telles que les protéines 
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tyrosine phosphatases (PTP) sont riches en résidus cystéine au niveau de leur site 
catalytique et peuvent être inhibées par oxydation. Certaines protéines vont alors 
s’accumuler sous forme phosphorylée active.. 
- Enfin, la stabilité des protéines de signalisation détermine le niveau et la durée de leur 
activité. Un certain nombre de protéines sont dégradées par le système protéasome- 
ubiquitine. L’enzyme E1, activant l’ubiquitine et le protéasome, peut être inhibée par 
l’oxydation des FRO.  
 
 Activation de  voies de signalisation 
Du fait de leur capacité à modifier de nombreuses protéines, les FRO jouent donc un rôle 
essentiel dans la transmission du signal intracellulaire. Les enzymes les plus sensibles à 
l’oxydation induite par le peroxyde d’hydrogène sont les protéines tyrosine-phosphatases 
(PTP). Ainsi, une concentration faible de peroxyde d’hydrogène peut induire une inactivation 
spécifique de PTEN par formation d’un pont disulfide au niveau de son site enzymatique[48]. 
L’inactivation de PTEN conduit à une accumulation de la kinase AKT sous une forme 
phosphorylée responsable de l’amplification d’un message de survie cellulaire et de 
prolifération. Le peroxyde d’hydrogène agit également sur les mitogen-activated protein 
kinases (MAPK) via la voie ERK (extracellular-regulated kinase) pour activer certains 
facteurs de transcription et amplifier un signal de survie cellulaire[49]. A une concentration 
plus élevée, le peroxyde d’hydrogène peut activer d’autres MAPK, les stress activating 
protein kinases (SAPK), qui favorisent l’apoptose[50] . 
 
Le fait que la sensibilité des protéines au stress oxydant ne soit pas uniforme explique que des 
effets cellulaires opposés puissent s’observer en fonction du type de FRO, de leur 
concentration et de leur localisation sub-cellulaire. Un stress oxydant massif induira la mort 
cellulaire en provoquant des lésions multiples sur l’ADN, les protéines et les lipides. A 
l’inverse, une augmentation plus modérée de la concentration en peroxyde d’hydrogène peut 
amplifier un message de survie cellulaire et de prolifération en modulant spécifiquement 
l’activité de quelques protéines hypersensibles. Ce mécanisme est impliqué dans l’oncogenèse. 
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 CHAPITRE 2 : IMPLICATION DU STRESS OXYDANT DANS 
L’ONCOGENESE ET LE DEVELOPPEMENT TUMORAL 
 
I. Augmentation  du stress oxydant dans les cellules tumorales 
   
Il est actuellement reconnu qu’une large proportion des tumeurs malignes présente une 
augmentation de la concentration intracellulaire de FRO, comparativement aux tissus non 
tumoraux. Une concentration de FRO supérieure aux cellules saines a été observée dans des 
lignées tumorales établies[51-53], ainsi que dans des tumeurs primaires[54-56], en particulier 
pour l’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène. Par exemple, des cellules leucémiques 
fraichement isolées de sang de patients atteints de leucémie lymphoïde chronique présentent 
une production de FRO supérieure à des lymphocytes normaux[57]. Ce stress oxydant est à 
l’origine d’une augmentation des taux de produits oxydés de l’ADN (8-oxo-G, 8-oxo-dG) et 
des produits de peroxydation lipidique observés chez des patients atteints de diverses tumeurs 
(rein, sein, colon, rectum, cerveau, lymphomes) [58, 59].  
De plus, les niveaux des systèmes de detoxification des FRO tels que la superoxide dismutase 
(SOD), la glutathion peroxidase, et la peroxiredoxine (Prx) sont significativement altérés dans 
les cellules malignes et les tumeurs primaires, suggérant une dérégulation de l’homéostasie 
redox et de la réponse au stress des cellules cancéreuses[53, 60-62].  
 
Cette augmentation du stress oxydant semble être à la fois la conséquence et une des causes 
de l’acquisition du phénotype malin : 
 
 Le stress oxydant comme conséquence de la transformation maligne :  
Une augmentation de l’index mitotique, fréquemment observée dans les cellules malignes 
comparativement aux cellules saines, a pour conséquence une augmentation d’activité de la 
chaîne respiratoire et donc une augmentation de la production d’anions superoxyde. Ainsi, 
l’exposition à une concentration physiologique d’androgène de la lignée de cancer de prostate 
LNCaP était responsable d’une augmentation de l’indice de prolifération qui s’accompagnait 
d’une augmentation de l’activité mitochondriale, de la consommation en oxygène et de la 
production de FRO [63]. Le stress oxydant peut également être expliqué par l’activation 
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d’oncogènes tels que c-Myc et Ras, qui augmentent la production d’anion superoxyde, 
respectivement par la chaîne respiratoire et la NADPH oxydase.  
L’oncogène c-Myc est un facteur de transcription capable de réguler l’expression de 3 à 15% 
des gènes nucléaires, dont plusieurs impliqués dans la biogenèse des mitochondries et la 
chaîne respiratoire [64]. Il a été montré que la surexpression de c-Myc induisait une 
production accrue de FRO par la chaîne respiratoire mitochondriale[65]. C-Myc induirait au 
sein de la chaîne respiratoire un déséquilibre entre les complexes codés par l’ADN nucléaire, 
dont il amplifie l’expression, et ceux codés par l’ADN mitochondrial dont l’expression reste 
inchangée. C’est cette dysfonction qui serait responsable de la production accrue de FRO[66].  
Le rôle de l’oncogène Ras dans l’activation des NOX est également bien établi. Irani et al. ont 
ainsi montré que la transformation de fibroblastes 3T3 par transfection d’une forme mutée du 
gène Ras codant pour une protéine constitutionnellement active (H-Rasv12) s’accompagnait 
d’une augmentation du stress oxydant intracellulaire et de l’indice de prolifération[67]. La 
NAC était responsable d’une diminution de l’indice de prolifération des cellules transfectées 
par H-Rasv12, montrant que le stress oxydant généré était nécessaire à l’effet mitogénique de 
Ras. L’inhibition de ce stress oxydant par le DPI et un dominant négatif de Rac1 suggérait 
fortement une activation de la NADPH oxydase par Ras, via Rac1. 
 
 Le stress oxydant comme cause de la transformation maligne :  
Il a été montré expérimentalement qu’un stress oxydant prolongé peut être responsable de la 
transformation maligne. In vitro, l’exposition prolongée au peroxyde d’hydrogène de cellules 
épithéliales non malignes provoquait leur transformation [68, 69]. Des souris déficientes pour 
le gène de la SOD1 avaient un développement normal mais présentaient un risque accru de 
cancer du foie. Des mutations de l’ADN nucléaire des hépatocytes caractéristiques du stress 
oxydant apparaissaient avec une fréquence supérieure aux souris témoins dès le 3e mois de 
vie[70] (115). Des souris porteuses d’une mutation inactivatrice des gènes des GSH 
peroxydases 1 et 2 présentaient un risque accru de cancer colique [71].  
Chez l’homme, a également été mise en évidence une corrélation entre l’activité 
constitutionnelle de deux enzymes anti-oxydantes et le risque de cancer : les personnes 
porteuses d’un polymorphisme de la GSH peroxydase 1 associé avec une diminution 
d’activité de l’enzyme présentaient un risque accru de cancers du poumon [72], du sein [73] et 
de la vessie [73]. De même un polymorphisme du gène de la SOD2 responsable d’une 
moindre pénétration de la protéine dans les mitochondries a été associé à un risque accru de 
cancer du sein [74].  
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Le stress oxydant est impliqué à différentes étapes de l’oncogénèse par deux grands types de 
mécanisme : l’effet mutagène (ou « génétique ») et le rôle de second messager dans la 
transmission de signaux intracellulaires, c’est l’effet épigénétique. Dans la suite de ce 
chapitre, nous verrons que les FRO sont capables de transmettre des signaux mitogènes, de 
survie cellulaire ou encore stimulant l’invasion tumorale et l’angiogénèse.    
Ainsi, transformation maligne et FRO sont liées par une relation en boucle qui conduit 
conjointement à l’acquisition progressive du phénotype malin et à l’augmentation du stress 
oxydant.  
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II. Effets mutagènes des FRO 
 
Les FRO peuvent induire des modifications du patrimoine génétique à la fois par un effet 
direct sur l’ADN et par la génération d’aldéhydes mutagènes lors de la péroxydation des 
lipides.  
 
II.A. Rôle dans l’initiation tumorale 
 
L’effet mutagène des FRO peut être responsable d’un effet initiateur sur l’oncogénèse en 
induisant une mutation non létale qui va procurer un avantage sélectif à la cellule. Ainsi, un 
stress oxydant chronique semble jouer un rôle de premier plan dans la survenue d’un certain 
nombre de cancers chez l’homme : 
- Plusieurs carcinogènes exogènes induisent la transformation cellulaire au moins en 
partie via la génération d’un stress oxydant intracellulaire. C’est en particulier le cas de 
métaux tels que le fer (carcinome hepatocellulaire), le chrome héxavalent, le cobalt et 
l’arsenic (cancer du poumon)[32].  
- L’inflammation chronique : Au cours du processus inflammatoire, des FRO sont 
produites par les polynucléaires et les macrophages et joueraient un rôle majeur dans le 
développement d’une tumeur maligne[75]. L’inflammation chronique, d’origine infectieuse 
ou non, serait responsable d’un cas de cancer sur quatre dans le monde[75]. Le lien entre 
inflammation, stress oxydant et cancer sera détaillé plus loin dans la partie étudiant l’effet du 
stress oxydant sur le microenvironnement tumoral. 
 
II.B. Rôle dans la progression tumorale  
 
La concentration accrue de FRO dans les cellules tumorales conduit à l’augmentation des 
dommages de l’ADN et participe à la progression tumorale. Il a été retrouvé une relation entre 
une concentration élevée de FRO dans les cellules tumorales et une fréquence accrue de 
mutations, aussi bien au niveau de l’ADN nucléaire que mitochondrial [64, 76]. Il est ainsi 
admis que le stress oxydant participe à l’instabilité génomique, caractéristique essentielle des 
tumeurs malignes[77]. 
 32 
III. Effets épigénétiques des FRO 
Des niveaux élevés de FRO sont détectés dans les tumeurs comparés aux tissus sains et une 
corrélation a été établie entre le niveau de FRO et l’agressivité des tumeurs ainsi qu’une faible 
survie des patients[78, 79].  
 
Hanahan et Weinberg ont défini 6 propriétés essentielles au phénotype malin[80] (Figure 6). 
Le stress oxydant a été impliqué dans la plupart de ces propriétés.  
 
 
 
Figure 6 : Les 6 propriétés essentielles au phénotype malin, d’après Hanahan et al[80] 
 
De plus, des recherches récentes suggèrent une « propriété clé » émergente impliquée dans la 
tumorigénèse : l’échappement des cellules tumorales au système immunitaire [80]. Les FRO 
pourraient aussi avoir un rôle à jouer dans cette propriété émergente. 
Le stress oxydant va ainsi exercer un effet épigénétique non seulement sur les cellules 
malignes elles même (effet sur la prolifération, leurs capacités d’invasion et d’angiogénèse) 
mais également sur le microenvironnement tumoral, en particulier via le système immunitaire 
et inflammatoire. 
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III.A. Effet épigénétique du SO sur les cellules tumorales 
 Prolifération et survie cellulaire  
 
Les FRO augmentent la prolifération de lignées tumorales 
L’ajout au milieu de culture de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogène (moins de 
1μM) augmentait la prolifération de lignées immortalisées ou transformées[81, 82].  
A l’inverse, de fortes concentrations d’antioxydants telles que la NAC (20-100mM) ou la 
catalase pouvaient dans certains modèles réduire la prolifération tumorale (132-135) et induire 
une apoptose (104). De ces constatations, il semble clair que de faibles concentrations de 
peroxyde d’hydrogène sont nécessaires à la prolifération, et dans une moindre mesure à la 
survie, à des cellules tumorales. 
  
Mécanismes 
L’effet stimulant des FRO sur la prolifération et la survie des cellules tumorales semble 
principalement lié à leur effet inhibiteur de l’activité de plusieurs phosphatases, conduisant à 
l’activation de multiples voies de transmission du signal et finalement de facteurs de 
transcription nucléaires :  
 La voie de la PI3 kinase et AKT 
L’inactivation de la phosphatase PTEN par le peroxyde d’hydrogène induisait l’augmentation 
de la concentration du phosphatidylinositol tri-phosphate (PtdIns(3,4,5)P3) et l’activation 
d’AKT[83]. Dans deux lignées de cancer du pancréas, la phosphorylation d’AKT était 
dépendante des FRO. Dans ce modèle, l’effet anti-apoptotique des FRO nécessitait la 
phosphorylation et l’activation d’AKT[84]. 
 
 La voie des MAP kinases (Mitogen Activated Protein) :  
Les MAP kinases sont des sérine-thréonine kinases dont on distingue quatre familles : ERK 
(extracellular-regulated kinases), JNK (c-Jun-NH2-terminale kinases), p38 MAPK et B (big) 
– MAPK-1. Les MAPK relaient des signaux générés par des stimuli endogènes ou exogènes 
(facteurs de croissance) vers le milieu intracellulaire via des phosphorylations successives. En 
fonction du contexte et du type de MAPK mis en jeu, ces signaux peuvent être mitogéniques, 
de survie cellulaire ou au contraire pro-apoptotique[32]. La voie ERK joue un rôle important 
dans la croissance et la différentiation cellulaire en réponse aux facteurs de croissance[49]. A 
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l’inverse, les JNKs et p38 MAPK ont été décrites comme ayant un effet pro-apoptotique et 
ont été dénommées « Stress Activating Protein Kinase » (SAPK, figure 9) [50]. En fait, il 
semble qu’en dehors de situations de stress, les SAPK aient plutôt un effet pro-prolifératif, 
anti-apoptotique et oncogénique[85, 86].  
L’activation des MAPK par les facteurs de croissance fait intervenir la production de FRO. 
Ainsi la fixation du PDGF sur son récepteur induisait dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires une activation des MAPK et une augmentation de l’indice mitotique qui étaient 
dépendants d’une augmentation de la concentration en peroxyde d’hydrogène[67]. Dans 
plusieurs modèles, de faibles concentrations ou des niveaux élevés mais transitoires de FRO 
induisaient la prolifération des cellules normales par l'activation de la voie ERK[87, 88]. 
Récemment, il a été montré que de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogène 
induisaient l’expression des formes actives des kinases ERK1/2 et p38 dans des cellules 
épithéliales mammaires en même temps que leur transformation[68].  
Les MAPK régulent l’activité de plusieurs facteurs de transcription en particulier ceux de la 
famille AP-1. Les facteurs de transcription AP-1 sont formés par la dimérisation de protéines 
de la famille de c-Jun, Fos ou Maf. Les protéines AP-1 activées induisent en particulier la 
prolifération mais elles peuvent également agir comme régulateurs positifs ou négatifs de 
l’apoptose. Le peroxyde d’hydrogène induit l’activation de protéines AP-1 par un mécanisme 
dépendant des MAPK[63, 89]. L’activation d’AP-1 s’est montrée indispensable à l’effet 
oncogénique des FRO[90].  
L’activation des MAPK par le stress oxydant pourrait se faire en particulier par l’inhibition de 
MAPK phosphatases [91] mais également par l’activation de la protéine kinase C[32]. 
 
 
 
Figure 7 : Voies des SAPKs (Stress Activating Protein Kinase) d’après Davis et al[50].  
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 Angiogénèse 
 
Un effet angiogénique des FRO produites par les cellules tumorales a été pour la première fois 
suggéré par Arbiser et al. en 2002[92]. La lignée de cancer de prostate DU 145 transfectée par 
le gène de la NOX 1 présentait une production de peroxyde d’hydrogène multipliée par 10. 
L’indice de prolifération était peu augmenté in vitro mais la tumorigenicité était très 
augmentée chez la souris nude. Les tumeurs transgéniques présentaient une augmentation de 
la densité vasculaire et de la production de VEGF (vascular endothelial growth factor). Le 
rôle du peroxyde d’hydrogène dans l’acquisition du phénotype angiogénique était fortement 
suggéré par le fait que la transfection du gène de la catalase était associé à une diminution de 
la production de VEGF et de la tumorigenicité.  
 
Les mécanismes liant production de FRO, expression accrue du VEGF et angiogénèse ont 
ensuite été précisés. Il a été montré que de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogène 
induisaient une augmentation de l’expression de la protéine HIF-1 (hypoxia inducible 
factor), facteur de transcription augmentant l’expression du gène du VEGF[93]. Depuis, Xia 
et al ont confirmé que les FRO régulaient l’expression du VEGF et de HIF-1  dans des 
cellules de cancer ovarien[94]. Des niveaux élevés de FRO endogènes étaient nécessaires 
pour induire angiogénèse et croissance tumorale. L’extinction de NOX4 dans ces cellules de 
cancer ovarien diminuaient les niveaux de VEGF et d’ HIF-1 ainsi que l’angiogénèse 
tumorale[94]. Le rôle primordial de Nox4 dans l’activité de HIF-1 a également été observé 
dans des cellules de carcinome rénal, où l’extinction par siRNA de NOX4 conduisait à une 
diminution des niveaux de FRO intracellulaires, et de l’expression d’ HIF-1 et de son 
transcrit[95].  
L’augmentation d’expression de HIF-1 sous l’influence d’un stress oxydant pourrait avoir 
plusieurs origines. Les mécanismes suivants ont été évoqués :  
- une inhibition des hydroxylases chargées de la dégradation de HIF, 
- une inhibition de phosphatases telles que pTEN et les MAPK phosphatases (qui régulent 
négativement l’expression de HIF-1), 
- une activation des MAPK sous le contrôle des voies de c-Jun N-terminal kinase and Janus 
kinase 2[96] 
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Une relation directe entre activation de nox1 et production de VEGF indépendante de HIF-1 
a également été observée[97]. L’expression de l’oncogène Ras (Rasvl2) activait l’expression 
de la Nox1 conduisant à une augmentation de la production de FRO. Cette production de FRO 
pourrait aider à maintenir la phosphorylation de ERK en inactivant les MAPK phosphatases et 
contribuer à l’augmentation de l’expression du gène du VEGF (Figure 8). 
 
. 
Figure 8 : Un modele d’uprégulation du VEGF par Ras, médié par Nox1, d’après 
Komatsu et al [97] 
 
Il est enfin possible que les FRO amplifient l’effet de HIF-1 sur l’expression du gène du 
VEGF en facilitant certaines interactions ADN-proteines. Il a en effet été montré sur des 
cellules endothéliales qu’un stress oxydant induit par une activation de la NADPH oxydase 
provoquait l’altération d’une guanosine située au niveau du promoteur du gène du VEGF. 
Cette altération spécifique était responsable d’une augmentation de l’expression du VEGF en 
favorisant l’interaction HIF-1 - promoteur [98]. 
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 Invasion tumorale / Dissémination métastatique 
 
L’intervention du stress oxydant dans les capacités de dissémination métastatique et dans le 
caractère agressif de la maladie cancéreuse a été démontré in vitro avec l’étude de trois 
lignées de cellules de cancer de prostate PC3, DU145 et LNCaP[79]. La lignée cellulaire avec 
un niveau élevé de FRO (PC3) était plus invasive que les lignées avec des taux plus faibles de 
FRO (DU145 et LNCaP). Dans ces modèles, la source de FRO reposait sur l’activité des 
NADPH oxydases (NOX)  extra-mitochondriales. L’inhibition de la NOX par le 
diphényliodonium (DPI) induisait une diminution de la prolifération, de la migration et de 
l’invasion cellulaire par une action sur la cascade d’ERK1/ERK 2, la MAP kinase-P38 et la 
protéine kinase B.  
 
Ishikawa et al ont également démontré qu’une mutation spécifique sur l’ADN mitochondrial 
conférait un potentiel métastatique accru à une lignée tumorale dans un modèle de 
xénogreffe[99]. Une mutation sur le gène mitochondrial codant pour la NADH 
deshydrogénase était responsable d’une déficience dans l’acticité de la chaine respiratoire 
mitochondriale et d’une surproduction de FRO. Dans ce modèle, l’inhibition de la production 
de FRO par la NAC et l’Ebselen (mimétique de la glutathion peroxydase) réduisait le 
potentiel métastatique des lignées cellulaires porteuses de l’ADN mitochondrial muté.  
 
Enfin, l’exposition pendant quelques jours au peroxyde d’hydrogène de cellules épithéliales 
mammaires non tumorales induit l’acquisition d’un phénotype invasif marqué par 
l’interruption des contacts inter-cellulaires, la relocalisation de la E-cadherine et une activité 
accrue de plusieurs matrix métallo-protéinases (MMP)[68]. L’activation des voies des MAPK 
(ERK1/2 et p38) et de la PI3 kinase a été impliquée dans cette modification phénotypique[68, 
100]. 
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D’autres mécanismes liant stress oxydant et invasion tumorale ont récemment été décrits. 
L’un d’entre eux implique des protéines sécrétées et transmembranaires de la famille ADAM 
(A Disintegrin And Metalloproteinase).  
La protéine ADAM est constituée d’un domaine métalloprotéasique (impliqué dans le clivage 
de différents substrats), d’un domaine dysintégrine (permettant sa liaison aux intégrines) et 
d’un domaine cytoplasmique (responsable d’interactions avec des protéines 
régulatrices) (Figure 9). 
 
 
 
Figure 9 : Structure de la protéine ADAM, d’après Blobel et al [101] 
 
Leur fonction principale consiste, grâce à leur activité protéase, à cliver les formes 
transmembranaires de facteur de croissance permettant leur action autocrine sur leurs 
récepteurs spécifiques. Il en est ainsi du TNFα ou de l’EGF, dont les rôles dans la formation 
et la progression des tumeurs ont été démontrés. Par leur domaine disintégrine, les protéines 
ADAM interviennent également dans l’invasion tumorale en interagissant avec des protéines 
de la matrice extracellulaire telles que les intégrines.  
 
Ainsi dans un travail mené au sein de notre laboratoire et auquel j’ai participé (Annexe I), 
nous avons montré que l’invasion et l’adhésion de cellules de carcinome pulmonaire humain 
(A549) induites par le peroxyde d’hydrogène étaient dépendantes de l’expression d’ADAM9 
et plus particulièrement de sa forme sécrétée.  
Nous avons observé que l’exposition des cellules A549 au peroxyde d’hydrogène induisait 
l’expression de protéines ADAM9, comme cela avait déjà été observé dans une lignée de 
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cancer prostatique[71]. L’extinction d’ADAM9 par siRNA diminuait les capacités d’invasion 
et d’adhésion aux cellules endothéliales induite par le stress oxydant. Nos résultats ont révélé 
que les capacités d’invasion et d’adhésion des cellules A549 induites par exposition au 
peroxyde d’hydrogène  étaient liées à l’expression des 2 formes d’ADAM9 : membranaire et 
sécrétée (ADAM9-S).  
 
Mazocca et al. ont suggéré qu’ADAM9 sécrétée pouvait agir par digestion enzymatique de la 
matrice extracellulaire, facilitant ainsi la dissémination des cellules[102]. Nous avons montré 
qu’ADAM9-S exerçait aussi un rôle de chimio-attractant dans l’invasion tumorale. De plus, 
l’effet sur l’invasion d’ADAM9-S était dépendant d’une interaction avec l’intégrine β1, 
probablement via son domaine disintégrine.  
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III.B.  Effet épigénétique du SO sur les cellules immunitaires  
 L’immuno-surveillance des tumeurs  
La théorie de l’immunosurveillance suggère que les cellules et tissus sont constamment 
surveillés par le système immunitaire et que cette surveillance permet de reconnaitre et 
d’éliminer un certain nombre de cellules cancéreuses naissantes[80]. Cette théorie s’illustre 
par l’augmentation de la fréquence des cancers chez les patients immunodéprimés ou par le 
développement de tumeurs dans des modèles de souris dont certains gènes impliqués dans 
l’immunité antitumorale ont été invalidés[80]. La découverte d’antigènes spécifiques des 
tumeurs (tel que l’antigène MAGE) est venue confirmer cette théorie de l’existence d’une 
réponse immunitaire dirigée contre la tumeur.  Des modèles animaux ont permis de montrer 
que l’éradication tumorale était essentiellement exercée par les lymphocytes T cytotoxiques 
(CTL) CD8+. Cependant, une meilleure compréhension du rôle des lymphocytes T helpers 
(Th) CD4+ a émergé en particulier dans l’amplification ou la limitation de l’effet des CTL. 
Les Th manifestent différents phénotypes. Les Th1 sécrètent des cytokines telles que 
l’interferon-gamma (IFN-_), le tumor necrosis factor- (TNF), et IL-2. Ils supportent 
l’action des CTL et la destruction des tissus cancéreux. Les Th2 sécrètent des cytokines telles 
que l’IL-10, l’IL-4, et l’IL-5 et limitent la prolifération des CTL.  
 
 Echappement à la réponse immunitaire antitumorale 
L’échappement au système immunitaire est une propriété essentielle émergente des 
tumeurs[80]. En effet, les tumeurs développent des mécanismes leur permettant d’échapper au 
contrôle du système immunitaire. De la notion d’immunosurveillance est donc né le terme 
d’immunoédition qui s’opère en trois grandes étapes (Figure 10) [103] 
 (a) L’élimination ou la quasi-élimination des cellules cancéreuses obtenue grâce à 
l’immunosurveillance 
 (b) L’équilibre qui représente le processus par lequel le système immunitaire sélectionne ou 
favorise la génération de variants de cellules tumorale avec des capacités élevées de résistance 
aux attaques du système immunitaire 
(c) L’échappement, qui est les processus par lequel le variant tumoral « immuno-résistant »  
s’étend d’une manière incontrôlée chez l’hôte  
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Figure 10 : Les 3 « E » de l’immunoédition, d’après Dunn et al [103] 
 
En a et b les cellules bleues sont des cellules tumorales, les rouges correspondent aux variants de cellules 
tumorale. En c, les cellules oranges sont des variant tumoraux additionnels résultant de la phase d’équilibre. 
 
L’un des mécanismes d’échappement développés par les tumeurs consiste en le recrutement 
de cellules inflammatoires hautement immunosuppressives, incluant les lymphocytes T 
régulateurs (Tregs), les myeloid derived suppressor cells (MDSCs) ou les tumor associated 
macrophages (TAM)[104]. Ces cellules peuvent supprimer l’action cytotoxique des 
lymphocytes T ou avoir un effet pro-tumoral direct par une action sur le microenvironnement. 
 
  
Stimulation de la 
croissance tumorale 
Inhibition de la croissance 
tumorale 
Immunité innée     
  Macrophages (M2) macrophages (M1) 
  Myeloid-derived suppressor cells 
Immunité adaptative     
  Lymphocytes Th2 Cd4+ T CTL CD8+ 
  Lymhocytes T régulateurs LymphocytesTh1 CD4+ T  
  
Tableau 2 : Cellules de l’immunité impliquées dans la régulation de la croissance 
tumorale 
 
Il existe donc un rôle ambivalent des cellules du système immunitaire sur la progression 
tumorale. Certains types de cellules du système immunitaire ont ainsi été impliqués dans la 
progression tumorale tandis que d’autres ont un effet anti-tumoral  (Tableau 2).  
Equilibre Elimination Echappement 
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 Principales cellules immunosuppressives 
 
Les Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) constituent une population hétérogène de 
cellules myéloïdes immatures qui ont été définies comme CD11b+Gr1+ chez la souris et 
CD11b+CD14-CD133+ ou Lin-HLA-DR-CD33+ chez l’homme[105],[106]. Ces cellules 
immatures comprennent des précurseurs de macrophages, granulocytes, cellules dendritiques 
et cellules myéloides à des stades précoces de différenciation et qui sont capables d’inhiber la 
réponse immunitaire. Les MDSCs inhibent  les fonctions des cellules T et NK par un 
mécanisme dépendant d’une augmentation de l’expression de l’arginase 1, de la NO synthase 
inductible et par augmentation de la production de FRO[107]. De plus, les MDSCs favorisent 
le développement des lymphocytes T régulateurs et modulent la production de cytokines par 
les macrophages [107]. Une accumulation des MDSCs a été observée dans le sang, la moelle, 
et la rate des patients atteints de cancer et dans les modèles tumoraux de souris[108]. Alors 
qu’elles représentent moins de 1% des cellules mononuclées du sang périphérique de 
personnes saines, elles augmentent d’un facteur 4 à 10 en fonction du type et du stade de la 
tumeur[109]. Des taux élevés de MDSCs ont été associés à un mauvais pronostic dans 
différents types tumoraux[109]. 
 
Les MDSC sont étroitement liées aux macrophages associés aux tumeurs ou Tumor-
associated macrophages (TAMs). La polarisation des macrophages a été dichotomisée en 
deux sous-types : M1 et M2[110]. L’activation dite « classique » des macrophages M1 passe 
par l’IFN-γ et le TNFα. En opposition, la polarisation dite M2 est un nom générique utilisé 
pour différentes formes d'activation des macrophages autres que l’activation classique, 
incluant en particulier la stimulation par IL4 et IL13. Les TAMS ont en général une 
polarisation M2[111]. Les TAMs peuvent contribuer à la progression tumorale et à 
l’échappement immunitaire en produisant de l’IL-10, du TGF et des facteurs pro-
angiogéniques ou favorisant l’invasion tels que les MMPS, le VEGF ou le PDGF (platelet-
derived growth-factor)[112].  
L’accumulation de Tumor-associated macrophages (TAMs) a été démontrée comme un 
facteur prédictif indépendant de mauvais pronostic dans différents types de tumeurs incluant 
lymphomes, cancer du poumon non à petites cellules et carcinome hépatocellulaire [113], 
[114], [115]. 
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Les Tregs sont des lymphocytes T CD4 qui surexpriment le facteur foxp3 et qui ont la 
capacité de supprimer l’inflammation et les réponses immunitaires. Leur phénotype est défini 
comme étant CD4+CD25+FOXP3+ et plus récemment comme 
CD4+CD25+CD127low/negFOXP3+ [116]. L’induction de Foxp3 peut être médiée par la 
stimulation du récepteur T par un antigène, la sécrétion d’IL2, et la présence de TGF [117]. 
Les Tregs exercent leur action immunosuppressive sur les lymphocytes T effecteurs selon 
quatre modes d’action différents [116, 118] : 
- production de cytokines inhibitrices (IL10 ou TGF-),  
- cytolyse dépendante de granzyme A,B et perforine,  
- perturbations métaboliques (déprivation en IL2 du microenvironnement, altération de la 
balance redox des cellules T effectrices, etc…),  
- modulation des cellules dendritiques. 
Un nombre élevé de Tregs a été observé dans le sang et les tumeurs d’une grande proportion 
de patients atteints de cancer, phénomène qui favorise la progression tumorale et affecte 
négativement le pronostic[119, 120]. 
 
Plusieurs mécanismes participant à l’accumulation des Tregs dans les tumeurs ont été décrits : 
 (A) Les Tregs peuvent être attirés par des chimiokines (CCL5, CCL17, CCL22, CXCL12) au 
site tumoral.  
(B) Les Tregs pré-existant  peuvent se multiplier après stimulation antigénique par les CPA, 
TAMS et MDSCs 
(C) Les Tregs peuvent être générés de novo à partir de cellules T sous l’effet de différents 
facteurs :  TGF-, Prostaglandine E2 (PGE2), IL-10, et IDO  
(D) Dans le microenvironnement tumoral, les FRO produites par les cellules cancéreuses et 
les cellules myéloides sont responsables d’un stress oxydant élevé qui est toxique pour les 
cellules de l’immunité.  Les Tregs semblent plus résistants au stress oxydant que les cellules T 
conventionnelles. Cette résistance relative au stress oxydant pourrait résulter d’une production 
plus élevée de thioredoxine-1, système connu de détoxification de l’H2O2 [121].   
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 Rôle du stress oxydant dans l’échappement à la réponse immunitaire 
Le stress oxydant n’a pas seulement un rôle direct  sur les cellules malignes mais participe 
également à la formation d’un micro-environnement.qui va favoriser le développement 
tumoral.  
 Les cellules du système immunitaire produisent des FRO : 
L’accumulation de FRO au site de la tumeur provient des cellules tumorales elles-mêmes 
mais aussi des cellules du système immunitaire. Ainsi, une augmentation de la production des 
FRO a émergé comme une des principales caractéristiques des MDSC aussi bien dans des 
modèles murins que chez des patients atteints de cancer[122-124]. 
L’augmentation de la concentration intracellulaire de FRO dans les MDSC était due à une 
augmentation de l’expression de la NOX2. Dans un modèle murin, les MDSC des animaux 
porteurs d’une tumeur présentaient une expression de NOX2 augmentée, en comparaison aux 
cellules myéloides immatures de souris saines[125]. De plus, les MDSCs surexprimaient 
l’arginase et la NO synthase inductible, conduisant à la production de NO[105]. Les MDSC 
pourraient donc être responsables d’une production locale accrue de peroxynitrite. 
D’autre part, une étude récente suggère que les Tregs aussi contribuent à produire un milieu 
local pro-oxydant[126]. Le niveau élevé de stress oxydant observé dans les tumeurs, lié aux 
cellules tumorales elles mêmes mais aussi aux cellules du microenvironnement tumoral, peut 
affecter les différentes cellules de l’immunité antitumorale[127].  
 
 
Figure 11 : FRO et  cellules immunosuppressives du microenvironnement 
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 Les FRO participent à l’immunosuppression 
Les FRO contribuent à l’activité immunosuppressive des MDSC, des macrophages et des 
Tregs (Figure 11).  
La capacité des MDSC à supprimer la réponse T est dépendante de l’activité de la 
NOX2[125], mais également de l’expression de l’arginase et de NO synthase inductible[107]. 
Plus récemment, le peroxynitrite (ONOO-) est apparu comme un médiateur crucial de la 
suppression des fonctions des cellules T par les MDSCs. Des taux élevés de peroxynitrite 
étaient présents au niveau des sites où s’accumulent MDSC et cellules inflammatoires et ils 
ont été associés à la progression tumorale de plusieurs types de cancer[128, 129], suggérant 
un effet délétère sur la réponse immunitaire anti-tumorale.  
Bronte et al ont observé que des adénocarcinomes de prostate humains étaient infiltrés par des 
lymphocytes T CD8 inactifs[130]. Des taux élevés de nitrotyrosine étaient observés dans les 
lymphocytes T infiltrant la tumeur, suggérant la présence de peroxynitrites dans le 
microenvironnement tumoral. Des cultures de tissus de cancer de prostate étaient incubées 
avec des inhibiteurs de l’arginase (NOHA= N-hydroxy-L-arginine) et d’iNOS (L-NMMA= 
N-monomethyl-L-arginine). Une diminution significative de la nitration des tyrosines était 
alors observée, ainsi qu’une up-régulation de l’expression de marqueurs précoces d’activation 
et une augmentation du nombre de cellules cellules TCD8+ viables [130]. Ces résultats 
montrent que le peroxynitrite pourrait être impliqué dans l’inactivation des lymphocytes T 
effecteurs dans les tissus tumoraux. 
Cette hypothèse est confirmée par Nagaraj et al qui observent par marquage fluorescent que la 
production de peroxynitrite par les MDSCs, durant les contacts directs entre ces dernières et 
les lymphocytes T, conduirait à la nitration des récepteurs aux cellules T et des molécules 
CD8, aboutissant à l’inhibition de la réponse des lymphocytes T à un antigène 
spécifique[131].  
 
Kraaij et al ont par ailleurs montré que la production de FRO par les macrophages jouait un 
rôle important dans l’induction des Tregs[132]. Dans un modèle de coculture, la capacité des 
macrophages à induire les Treg était inhibée par l’apocynine, un inhibiteur de NOX, 
suggérant un lien entre FRO et génération des Tregs. Ces résultats étaient confirmés 
génétiquement par l’utilisation de macrophages mutés pour les sous unités des NOX et dont 
les capacités d’induction des Tregs étaient réduites[132].  
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Enfin, les Tregs eux-mêmes exerceraient leur action immunosuppressive via le stress 
oxydant[133]. Il a en effet été démontré que l’augmentation de l’activité NADPH oxidase des 
Tregs participe à leur effet immunosuppresseur mais les mécanismes exacts ne sont pas tout à 
fait élucidés. 
 
En conclusion, le stress oxydant exerce un effet épigénétique sur les cellules malignes elles 
même ayant des conséquences sur la prolifération des cellules tumorales, leurs capacités 
d’invasion et d’angiogénèse (Figure 12). Il exerce également un rôle important sur le 
microenvironnement tumoral, en particulier sur les cellules du système immunitaire, et 
participe à l’échappement des tumeurs aux systèmes immunitaires (Figure 12). 
 
 
 
 
Figure 12 : Rôle épigénétique des FRO sur la prolifération, l’invasion et les métastases, 
l’angiogénèse et l’échappement immunitaire. 
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III.C.  Implication du SO dans l’effet facilitateur du microenvironnement sur l’initiation et 
la progression tumorale 
Le stress oxydant occupe une place centrale dans l’effet du microenvironnement sur 
l’initiation et la progression tumorale.  
 
 Rôle des FRO et du microenvironnement dans l’initiation tumorale 
Le cancer du poumon induit par l’exposition à la fumée de cigarette ou à différents 
carcinogènes (tels que l’amiante, l’arsenic, le beryllium, ou le cadmium) est un exemple 
puissant du lien direct qui existe entre FRO/FRN, microenvironnement inflammatoire et 
cancer. L’exposition aux agents toxiques peut causer une augmentation de la production de 
FRO/FRN, générant une inflammation chronique. Les cellules inflammatoires activées 
représentent une source de FRO et FRN capables d’induire des dommages de l’ADN, et une 
instabilité génomique[134]. De plus, les cytokines produites par les cellules inflammatoires 
peuvent augmenter les taux intracellulaires de FRO et FRN dans les cellules pré-cancéreuses 
et conduire à des effets épigénétiques favorisant la tumorigénèse[135] (Figure 13).  
 
 
.  
 
Figure 13 : Role de l’inflammation dans l’initiation tumorale, d’après Grivennikov et al 
[135] 
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 Rôle des FRO et du microenvironnement dans la progression tumorale 
Les interactions entre les cellules malignes et celles du microenvironnement sont continuelles 
dans les tissus cancéreux. Au cours de ces interactions, des FRO et d’autre molécules, 
incluant cytokines, protéases, et facteurs angiogéniques sont libérées et participent à la 
progression tumorale [136] [137]. Lisanti et al proposent une image intéressante de ce lien 
entre stress oxydant, microenvironnement et progression tumorale[138]. Ils s’appuient sur 
l’hypothèse « graine-sol » du Dr. Stephen Paget qui a proposé en 1889 que les cellules 
cancéreuses (les graines) avaient besoin d’un certain microenvironnement (le sol) pour 
proliférer, et induire des métastases. Partant de ce postulat, différentes études ont ensuite 
suggéré que la production de FRO par les cellules cancéreuses et les cellules du 
microenvironnement pouvait représenter « l’engrais » de ce schéma en favorisant les 
dommages de l’ADN et l’inflammation.  
 
 
 
 
Figure 14 L’H2O2 dans l’initiation tumorale, la progression tumorale et les métastases, 
d’après Lisanti et al [138] 
 
 49 
D’après le modèle présenté de Lisanti et al [138](Figure 14), les FRO d’origine exogène, 
favorisés par le vieillissement ou une inflammation chronique exercent initialement une action 
au niveau des cellules épithéliales normales, conduisant à leur transformation progressive 
(étape 1). Dans une 2e étape, les FRO produites par les cellules malignes participent au 
conditionnement du microenvironnement en favorisant la néo-angiogénèse et le recrutement 
de cellules inflammatoires. Enfin, les cellules inflammatoires produisent à leur tour des FRO 
qui vont amplifier les modifications du microenvironnement, accélérer la transformation des 
cellules malignes et induire l’échappement au système immunitaire (étape 3).  
 50 
 CHAPITRE 3 : IMPLICATION DU STRESS OXYDANT DANS 
L’ACTIVITE DES AGENTS ANTITUMORAUX 
 
I. Les cellules tumorales sont plus sensibles au stress oxydant que les cellules saines 
 
L’effet cellulaire des FRO est étroitement dépendant de leur concentration. Ainsi, des 
concentrations croissantes d’H2O2 induisent d’abord une augmentation de la prolifération 
puis, au-delà d’un certain seuil, la mort cellulaire par apoptose ou nécrose (pour des 
concentrations très élevées)[139]. Ce phénomène est appelé « effet paradoxal du stress 
oxydant ». 
Les cellules tumorales sont plus sensibles aux effets toxiques du stress oxydant que les 
cellules normales. Cette différence de sensibilité pourrait être liée à la concentration basale de 
FRO plus élevée dans les cellules tumorales que dans les cellules saines[47, 139] (Figure 15).  
 
 
 
Figure 15 : Effet paradoxal du stress oxydant,  d’après Trachootam et al[47]  
 
L’idée d’induire la mort préférentielle des cellules cancéreuses par un mécanisme dépendant 
des FRO et basé sur les différences de niveau basal de stress oxydant entre cellules normales 
et malignes, date d’une dizaine d’années[140]. Sa faisabilité a été confirmée plus récemment 
dans des modèles animaux[47, 141, 142]. 
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II. Effets des agents antitumoraux produisant des FRO 
 
Un très grand nombre d’antitumoraux utilisés en clinique sont susceptibles d’induire une 
production de FRO qui participe à leur effet cytotoxique[143]: Cisplatine et alkylants [144], 5 
Fluoro-Uracile[145], Anthracyclines[146], Camptothécines[146], Vinblastine[146], Arsenic 
trioxide[147], Bortezomib[148], Rituximab[149], Paclitaxel[150]. Cette production de FRO 
pourrait rendre compte au moins en partie de leur sélectivité relative pour les cellules 
malignes. Ces composés ont cependant pour la plupart des effets biologiques multiples 
responsables d’effets toxiques pour les tissus sains 
 
La plupart de ces agents antitumoraux ne peuvent induire la génération de FRO en milieu 
acellulaire. L’interaction de l’antitumoral avec sa cible cellulaire (ADN en particulier) conduit 
à la génération d’un signal intracellulaire « de stress » responsable de la génération de FRO 
qui induisent ensuite elles-même la mort cellulaire. Cette génération de FRO peut se faire via 
l’activation de la protéine p53 ou indépendamment d’elle. 
Quelques agents antitumoraux présentent également un effet oxydant direct : La bléomycine 
et les anthracyclines sont ainsi capables de provoquer la production de FRO en milieu 
acellulaire.  
  
II.A.  Effet oxydant direct  
 
 La Bléomycine 
 
La bléomycine (BLM) est un glycopeptide qui nécessite la présence d’oxygène et de fer pour 
être activée. Une accumulation intracellulaire de FRO est détectable après 30 min 
d’exposition à la bléomycine[151]. Le radical hydroxyle va induire des dommages à l’ADN et 
une peroxydation lipidique. Le stress oxydant semble directement impliqué dans l’effet anti-
tumoral de la bléomycine mais aussi dans sa toxicité pulmonaire, puisque l’un comme l’autre 
ont pu être inhibés par l’utilisation d’anti-oxydants[152, 153]. 
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 Les anthracyclines 
 
Il est généralement admis que l’effet cytotoxique des anthracyclines est principalement lié à 
leur intercalation dans l’ADN et à leur interaction avec la topo-isomérase II. A côté de cet 
effet, la doxorubicine et d’autres anthracyclines peuvent générer directement un stress 
oxydant qui peut être observé en milieu acellulaire.  
La doxorubicine comme les autres anthracyclines contient un cycle quinone qui peut être 
réduit en radical semi-quinone. Cette réaction est catalysée par la NADPH-cytochrome P450 
réductase présente dans le réticulum endoplasmique : 
Doxorubicine  + NADPH  Dox-semiquinone- (doxorubicinol)  
Dox-semiquinone- + O2  Dox + O2- 
La doxorubicine peut également former un complexe avec le Fe3+ qui va catalyser la 
formation de radical hydroxyle à partir du peroxyde d’hydrogène. 
 
Dans des cellules tumorales, la doxorubicine induit une production précoce de FRO, 
détectable au bout de 15 min[154]. Il a été décrit une diminution de la cytotoxicité des 
anthracyclines par des antioxydants [155]. Ces données ne permettent cependant pas 
formellement de conclure que la génération directe de radical hydroxyle participe à l’effet 
antitumoral des anthracyclines.  
 
Le rôle du radical hydroxyle dans la toxicité cardiaque des anthracyclines est mieux établi. La 
toxicité myocardique des anthracyclines peut effet être réduite par des chélateurs du fer qui 
empêchent la formation de radical hydroxyle par la réaction de Fenton [156]. Il a également 
été montré que la toxicité de la doxorubicine pour les cellules endothéliales pouvait être 
prévenue par l’utilisation d’anti-oxydants mais pas par un inhibiteur de p53 alors que ce 
dernier diminuait la cytotoxicité sur une lignée tumorale[157].  
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II.B.  Génération d’un signal de stress  
 Stress oxydant dépendant de la protéine p53 
 
La stabilisation et l’activation de p53 ont été impliquées dans l’effet cytotoxique de plusieurs 
antitumoraux, dont les anthracyclines, le cisplatine et le 5-Fluorouracile [158]. Au moins in 
vitro, l’inactivation de p53 peut être responsable d’une résistance des cellules tumorales à 
l’action de ces cytotoxiques. Plusieurs études ont suggéré que l’activation de p53 par les 
antitumoraux était responsable de la génération d’un stress oxydant qui pouvait participer à 
leur effet cytotoxique.  
L’analyse comparative de lignées de cancer du colon déficientes ou non pour p53 a permis 
d’identifier plusieurs gènes dont l’expression est augmentée par p53 sous l’influence de 
cytotoxiques et dont les produits sont impliqués dans la génération d’un stress oxydant[145, 
159]. On peut citer par exemple la Ferrodoxine reductase (FDXR)[145] qui est une enzyme 
mitochondriale pouvant produire des anions superoxyde par oxydation du NAPDH. Sur une 
lignée de cancer colique, le 5Fluoro-uracile induisait l’expression de la FDXR et la génération 
de FRO par une voie dépendante de p53[145]. De même, dans une lignée lymphoblastique, 
l’adriamycine induisait l’expression des gènes de la SOD2 et de la GSH – peroxydase 1 par 
une voie dépendante de p53 [160]. 
Il paraît donc probable que la génération d’un stress oxydant soit impliquée dans l’apoptose 
induite par l’activation de p53 par des antitumoraux tels que l’adriamycine et le 5FU. P53 
augmente l’expression d’enzymes générant de l’anion superoxyde, et de la SOD2 permettant 
la transformation de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène.   
 
 Stress oxydant indépendant de la protéine p53 
 
Les taxanes sont des agents ciblant les microtubules, dont les principaux représentants sont le 
paclitaxel et le docetaxel. Les taxanes peuvent induire la génération intracellulaire de FRO 
indépendamment de p53, via l’activation de la NADPH oxydase.   
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Au sein de notre laboratoire, J Alexandre et al ont en effet montré que le paclitaxel induisait 
une accumulation précoce et concentration dépendante d’anion superoxyde et de peroxyde 
d’hydrogène[150]. Le rôle du peroxyde d’hydrogène dans la cytotoxicité du paclitaxel était 
démontré par l’effet protecteur de la NAC et du GSH vis-à-vis de cette cytotoxicité. Plusieurs 
études ont aussi confirmé ces résultats[161, 162]. Ainsi Ramanathan et al. ont mis en évidence 
une production de peroxyde d’hydrogène et d’anion superoxyde après deux heures 
d’exposition au paclitaxel de la lignée tumorale T24. Ils confirmaient également le rôle du 
peroxyde d’hydrogène dans l’apoptose induite par le paclitaxel in vitro dans plusieurs lignées 
tumorales. 
 
L’hypothèse la plus probable est que l’accumulation de FRO fait suite à l’interaction entre 
paclitaxel et β-tubuline. En effet, la β-tubuline est également un constituant du cytosquelette 
et intervient dans la signalisation intracellulaire, le transport d’organelle, la migration et la 
polarisation cellulaire[163].  
Or la production précoce de FRO était partiellement inhibée par le DPI, un inhibiteur de 
flavoprotéine couramment utilisé pour explorer les fonctions de la NADPH oxydase[164]. Ce 
résultat permet d’envisager que l’interaction paclitaxel - β-tubuline puisse être responsable 
d’une activation de la NADPH oxydase. Celle-ci pourrait en rapport avec la migration de la 
protéine Rac1 du cytosol à la membrane plasmique que l’on sait favorisée par un état 
polymérisé de la β-tubuline du cytosquelette[165, 166]. Le paclitaxel pourrait ainsi faciliter la 
migration de Rac1 à la membrane et ainsi activer la NADPH oxydase.  
 
L’élévation du niveau de certains facteurs de transcription, d’antioxydants et de signaux de 
survie expliquent probablement ces phénotypes de résistance aux agents antitumoraux. La 
résistance des cellules tumorales à ces agents producteurs de FRO pourrait être liée dans 
certains cas à des phénomènes d’adaptations REDOX[161]. Le stress oxydant chronique 
inhérent aux cellules malignes induirait une augmentation des systèmes anti-oxydants et des 
signaux de survie responsables d’une résistance aux antitumoraux [47, 167].  
Pour développer des agents antitumoraux effectifs et contrer ces résistances médicamenteuses 
associées aux adaptations redox, il est donc primordial de comprendre les altérations redox 
survenant dans les cellules cancéreuses. Des agents diminuant les capacités antioxydantes de 
la cellule pourront résulter en une augmentation des FRO et à la mort cellulaire.  
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III. Modulateurs du stress oxydant 
Différentes approches visant à augmenter le stress oxydant sont actuellement en cours de 
développement[47]. Certaines visent à augmenter la production de FRO (tel que le trioxyde 
d’arsenic, As2O3) ; d’autres modulent les systèmes antioxydants (tel que le mangafodipir). 
 
III.A.  Mangafodipir 
Parmi ces modulateurs du stress oxydant, le Mangafodipir a été particulièrement étudié au 
sein de notre laboratoire. Constitué par la chélation d’un atome de manganèse II (Mn2+) et 
d’un ligand organique, le fodipir (dipyrodoxyl diphosphate trisodium), le mangafodipir a été 
initialement développé comme produit de contraste dans l’imagerie par résonance magnétique 
du foie et du pancréas. In vitro, le mangafodipir a révélé des activités SOD, catalase et GSH 
réductase [139]. Dans le laboratoire, J Alexandre et al ont montré que le mangafodipir pouvait 
augmenter l’effet antitumoral du paclitaxel in vitro et in vivo, dans un modèle murin de 
carcinome colorectal (CT26)[142]. De plus, il protégeait les souris des leucopénies induites 
par le paclitaxel. Cette augmentation de l’index thérapeutique du paclitaxel mais également de 
l’oxaliplatine et du 5FU semblait liée à un effet anti-oxydant dans les cellules normales mais 
pro-oxydant dans les cellules malignes. Dans ces dernières, le niveau élevé de stress oxydant, 
encore augmentée par l’activité SOD du mangafodipir, pourrait ne pas être éliminée par 
l’activité GSH réductase et catalase (Figure 16). Le mangafodipir a été l’objet d’une étude de 
phase II en combinaison avec l’oxaliplatine dans le cancer du foie. 
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Figure 16 : Effet du Mangafodipir sur les cellules normales et les cellules tumorales 
 
III.B.  Le trioxyde d’arsenic (As2O3) 
L’As2O3 est connu comme un puissant inducteur de stress oxydant dans les cellules tumorales 
[47, 48]. Il a aussi été rapporté que l’ As2O3 augmentait la concentration intracellulaire de 
NO[168].mais cette observation pourrait dépendre de la dose d’As2O3 utilisée et du type 
cellulaire testé[169]. Il a été montré que l’apoptose induite par l’ As2O3 était dépendante de 
l’accumulation intracellulaire de peroxyde d’hydrogène[147]. Cette génération de FRO aurait 
deux sources principales : la chaine respiratoire mitochondriale[57] et l’activation de la 
NADPH oxydase[170, 171]. L’activation de la NADPH oxydase serait quant à elle secondaire 
à la phosphorylation de la sous-unité régulatrice p47NOX, elle-même liée à l’activation de la 
GTPase cdc42 et à la réorganisation du cytosquelette induite par l’arsenic[172]. Un rôle du 
système Glutathion a aussi été mis en évidence dans la toxicité de l’As2O3 puisque le 
traitement de cellules NB4 avec de l’As2O3 (1 μmol/L) inhibait l’activité de la Glutathion 
peroxidase, enzyme impliquée dans la détoxification de l’H2O2 [48, 147].
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III.C. Effets des modulateurs du stress oxydant sur les cellules du microenvironnement :  
Les conséquences du stress oxydant induit par des agents antitumoraux ou des modulateurs du 
stress oxydant sur le microenvironnement et plus particulièrement les cellules immunitaires 
sont mal connues. Quelques études laissent pourtant penser que les FRO induites par des 
traitements antitumoraux ou des modulateurs du stress oxydant pourraient avoir des 
conséquences sur les Tregs ou les MDSCs.  
 
Ainsi, il a été largement démontré que le cyclophosphamide présentait des propriétés 
immunomodulatrices et sa combinaison avec des traitements par immunothérapie a montré 
son intérêt dans des modèles précliniques [173, 174] et lors d’essais cliniques chez 
l’homme[175]. Il a été démontré que le cyclophosphamide améliorait la réponse immunitaire 
antitumorale en diminuant le nombre et en modifiant les fonctions des lymphocytes T 
régulateurs dans des modèles murins[176, 177] et chez des patients atteints de cancer[178]. 
Parmi les mécanismes moléculaires pouvant expliquer cette toxicité sélective du 
cyclophosphamide pour les Tregs, Zhao et al ont montré que des faibles taux intrinsèques 
d’ATP diminuaient la synthèse de glutathion intracellulaire ; perturbant de cette façon la 
détoxification des FRO[179]. Ainsi de faibles doses de cyclophosphamide à l’origine de la 
diminution du niveau de glutathion intracellulaire et de l’augmentation des FRO causerait la 
mort spécifique des Tregs[179]. 
 
D’autre part, les MDSC suppriment les fonctions des cellules T effectrices en augmentant 
l’expression de l’arginase 1, de la NO synthase 2 et par une augmentation de la production des 
FRO. Des modulateurs de ces différentes voies se sont révélés efficaces pour diminuer 
l’immunosuppression médiée par les MDSCs dans des modèles murins de tumeur. Le 
couplage d’une entité libérant du NO et d’un anti-inflammatoire non stéroidien dans la nitro-
aspirine a prouvé son efficacité dans la modulation des MDSCs. Elle limite par rétrocontrôle 
l’activité de l’arginase et d’iNOS dans les MDSCs de la rate et, elle inhibe ainsi les fonctions 
des MDSCs en combinaison avec une vaccination[180]. 
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 2eme partie : DEMARCHE 
EXPERIMENTALE 
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 PROBLEMATIQUE 
  
 Les FRO ont un rôle bien établi dans l’oncogénèse en augmentant les capacités de 
prolifération et d’invasion des cellules tumorales. Mais, comme exposé dans la première 
partie, les FRO exercent aussi un effet important sur le microenvironnement tumoral, en 
particulier en participant à l’échappement des tumeurs au système immunitaire. Une 
modulation pharmacologique de l’équilibre oxydo-réductif tumoral est donc susceptible 
d’influencer la progression tumorale. Il a été montré que l’induction pharmacologique d’un 
stress oxydant dans les cellules tumorales peut induire un  effet cytotoxique mais ses effets sur 
le microenvironnement sont moins bien connus.  
 
L’objectif de nos travaux était d’étudier l’effet d’une modulation du stress oxydant sur les 
cellules immunitaires du microenvironnement tumoral et in fine de préciser les conséquences 
potentielles sur la progression tumorale.  
 
L’arsenic trioxyde est reconnu comme un inducteur de stress oxydant intracellulaire. Il est 
utilisé en clinique comme traitement de la leucémie aigue myéloblastique promyélocytaire 
(LAM3).  Cependant, in vitro, il présente une toxicité faible pour les cellules carcinomateuses, 
observée uniquement à des concentrations non atteignables en clinique. L’observation d’un 
effet antitumoral de faibles doses d’As2O3 sur un modèle de carcinome colorectal murin nous 
a amené à envisager un effet sur l’immunité antitumorale. 
 
Le rôle des FRO dans l’effet de voisinage (appelé « effet bystander ») du paclitaxel, un agent 
ciblant les microtubules, sur des cellules tumorales non exposées directement au paclitaxel 
mais voisines de cellules exposées a été démontré[181]. Cet effet est dépendant de la 
production de FRO dans le milieu extracellulaire. Nous avons, dans un premier temps, montré 
que cet effet n’était pas spécifique du paclitaxel, puisqu’il était observé  avec d’autres poisons 
des microtubules tels que la vinorelbine, molécule indiquée dans le traitement des carcinomes 
pulmonaires ou mammaires. Nous avons ensuite émis l’hypothèse que l’effet bystander de la 
vinorelbine, par le biais du stress oxydant, pourrait avoir des conséquences non seulement sur 
les cellules tumorales mais aussi sur les cellules de l’immunité avoisinant la tumeur. 
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 MATERIELS ET METHODE 
  
Réactifs et lignées cellulaires 
Tous les réactifs ont été obtenus auprès de Sigma, excepté le cyclophosphamide (Baxter), la 
vinorelbine (Pierre Fabre) et le mangafodipir (Aersham Health). Le kit de détection des Tregs 
murins provenait de eBiosciences et le kit d’isolation des Tregs murins de Miltenyi Biotec. Le 
CMFDA et le PI ont été achetés chez Molecular Probe et la thymidine tritiée chez Amersham. 
Les lignées cellulaires ont été obtenues auprès de l’American Type Culture Collection: CT26 
(carcinome colique murin) et A549 (carcinome bronchique humain). Les cellules étaient 
cultivées dans du milieu DMEM/glutamax, supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal et 
des antibiotiques.  
 
Etude in vivo de l’effet de l’As2O3 
Des souris Balb ou Nude étaient injectées avec 5x105 CT26 en sous-cutané. Quand les 
tumeurs atteignaient une taille de 30mm3 une injection intrapéritonéale (IP) d’As2O3 1mg/kg ; 
de cyclophosphamide 50mg/kg ou de PBS était effectuée.  
 
Transfert adoptif de cellules  
Les souris balb donneuses recevaient en IP du PBS ou de l’As2O3, sept jours après 
l’implantation de tumeurs CT26 en sous cutané, puis étaient sacrifiées trois jours après et 
leurs splénocytes isolés. Les souris receveuses avec des tumeurs sous cutanées injectées 10 
jours auparavant étaient traitées par As2O3 ou PBS 5 heures avant de recevoir les splénoctyes 
des souris donneuses. Chez les souris receveuses traitées par arsenic, le transfert adoptif de 
splénocytes résultait de souris non traitées (splénocytes « contrôle ») ou de souris traitées par 
As2O3 (splénocytes déplétés en Treg). Comme témoin négatif, les souris étaient injectée avec 
du DMEM en IV et du PBS en IP (groupe contrôle), du DMEM en IV et de d’As2O3 en IP 
(groupe arsenic) ou avec des splénocytes en IV et du PBS en IP (splénocytes déplétés en 
Treg). 
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Etude ex vivo et in vivo de l’effet bystander de la vinorelbine 
Des souris C57/Bl6 étaient injectées en IV avec du milieu seul (groupe 1), avec 2 millions de 
cellules A549 (groupe 2) ou avec 2 millions de cellules A549 prétraitées par 100 nM de 
vinorelbine (groupe 3). Après 3 jours, les splénocytes des C57/Bl6 étaient isolés (selon la 
procédure décrite ci-dessous) 
Ex vivo, les splénocytes (2x105/puits) étaient incubés pendant 48h avec des cellules A549 
irradiées. La prolifération cellulaire était déterminée par incorporation de thymidine tritiée 
durant les 18 dernières heures de coculture.  
In vivo, les splénocytes étaient transférés en iv (2x107) chez des souris Nude préalablement 
implantées avec des tumeurs A549. 
 
Dans les différentes expériences testant l’effet de modulateurs du stress oxydant, le MntBap 
ou le mangafodipir était injecté en IP (10mg/kg) et le L-NAME, était administré per os 
(100mgkg/j) pendant 3 jours.  
 
Croissance tumorale 
La taille de la tumeur était mesurée avec un pied à coulisse tous les trois jours. Le volume de 
la tumeur (mm3) était calculé comme suit : (plus grand diamètre (mm) x plus petit diamètre 
(mm)2)/2. Les résultats étaient exprimés en volume tumoral moyen +/- la déviation standard. 
Les volumes tumoraux étaient comparés dans chaque groupe au moment de chaque mesure de 
la taille des tumeurs, c'est-à-dire tous les trois jours. 5 souris par groupe 
 
Isolement des splénocytes à partir des rates souris 
Les rates étaient collectées, broyées, et hémolysées avec 0.15mM d’ammonium chloride et 
centrifugées à 1200 rpm pendant 10 minutes. Les culots étaient repris dans du RPMI + 10% 
SVF. Le nombre total de splénocytes de chaque rate était déterminé à l’aide d’une cellule de 
Malassez.  
 
Caractérisation phénotypiques des populations cellulaires de la rate par cytométrie 
Après isolement à partir des rates de souris, les splénocytes étaient marqués avec des 
anticorps murins dirigés contre : CD4, CD25 foxp3, CD8, B220, Gr1, CD11b, CD11c. Les 
cellules étaient ensuite analysées par cytométrie en flux (FAC canto). 
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Etude de la production intracellulaire de FRO 
La production de FRO a été évaluée par spectrofluorimétrie (Fusion®) à l’aide de 
fluorochromes spécifiques (Molecular Probes) : dihydroéthidium (DHE) à 250µM pour 
l’anion superoxyde, diacétate de 2’-7’-dichlorodihydrofluoroscéine (H2DCFDA) à 200µM 
pour le peroxyde d’hydrogène et/ou le peroxynitrite, et diacétate de 4,5 diaminofluorescéine 
(DAF2DA) à 6.7µM pour le NO. La fluorescence mesurée dans chaque puits a été rapportée 
au nombre de cellules adhérentes évalué par coloration par le cristal violet. La production de 
FRO a été calculée comme suit : (intensité de la fluorescence après 1h d’incubation – intensité 
de la fluorescence à T0) / 60 min / nombre de cellules). 
Dans les expériences testant l’effet de l’As2O3, la production intracellulaire en NO, 
peroxynitrite ou peroxyde d’hydrogène a été évaluée par cytométrie en flux  après incubation 
pendant 30 min avec DAF2DA ou H2DCFDA ou puis exposition des cellules pendant 2 heures 
à l’As2O3. 
 
Purification des Tregs 
Les Tregs ont été purifiés selon une procédure en deux temps, selon les instructions du 
fabricant. Les cellules non CD4+ marquées magnétiquement étaient séparées par fixation sur 
colonne MACS. Puis dans un 2e temps, par sélection positive à partir de la fraction enrichie en 
cellules T CD4+, les cellules CD4+CD25+ étaient marquées directement avec des anticorps 
antiCD25 chargés magnétiquement et isolées.  
 
Isolation RNA et RT PCR 
L’ARN était purifié à partir de 106 cellules CD4+CD25+ ou CD4+CD25- en utilisant un 
« RNeasy mini kit » (Qiagen). L’intégrité de l’ARN était vérifiée par spectrophotométrie et 
par électrophorèse sur gel d’agarose. La reverse transcription était effectuée à l’aide d’un kit 
«  RT2 first strand kit » et la PCR avec un RT2 Profiler PCR array selon les instructions du 
fabricant. L’expression de 84 gènes contrôlés ou impliqués dans la  voie de signalisation du 
NO était étudiée. Les échantillons traités ou non par trioxyde d’arsenic étaient comparés. Pour 
l’analyse des données, une méthode Ct  était utilisée à l’aide d’un fichier excell contenant 
des algorithmes  fourni par le fabricant. 
 
Méthodes de cocultures  
Les cellules A549 marquées au CMFDA étaient cocultivées avec des cellules A549 non 
marquées prétraitées avec de la vinorelbine. Une coculture avec des cellules A549 non traitées 
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était utilisée comme contrôle négatif. Après 48h, le nombre de cellules marquées en vert 
(CMFDA) était évalué par cytométrie en flux (effet bystander cytostatique) et la mort 
cellulaire était évaluée par marquage à l’iodure de propidium. Le pourcentage de cellules 
doublement marquées (PI+CMFDA+) parmi les cellules marquées au CMFDA était révélateur 
de l’effet bystander cytotoxique.  
De la même façon, les cellules mononuclées du sang périphériques (CMSPs) humaines étaient 
marquées au CMFDA et cocultivées avec des cellules A549 prétraitées avec de la vinorelbine. 
Le nombre de CMSPs était évalué par cytométrie en flux pour évaluer l’effet bystander sur les 
CMSPs in vitro.  
 
 
Figure 17 : Méthode de coculture utilisée pour étudier l’effet bystander de la vinorelbine 
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Analyse statistique 
Toutes les valeurs des expériences in vitro sont la moyenne d’expériences 
indépendantes réalisées en triplets pour chaque population cellulaire de chaque patiente. Les 
statistiques ont été analysées à l’aide du logiciel Graphpad Prism 5. Les moyennes sont 
comparées par un test de Student. Une valeur de p < 0.05 est considérée comme significative. 
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 RESULTATS 
Article I Le trioxyde d’arsenic exerce des propriétés antitumorales par déplétion des 
Tregs médiée par le stress oxydant  
 Introduction Article I 
L’un des mécanismes d’échappement développés par les tumeurs consiste en le 
recrutement de cellules inflammatoires hautement immunosuppressives, telles que les 
lymphocytes T régulateurs. En effet, un nombre élevé de Tregs a été observé dans le sang et 
les tissus tumoraux d’une grande proportion de patients atteints de cancer, phénomène qui 
favorise la progression tumorale et affecte le pronostic[119, 120]. L’effet délétère des Tregs 
sur la réponse immunitaire antitumorale est souligné par l’observation de l’augmentation de 
l’efficacité des traitements par immunothérapie en diminuant le nombre de Tregs. Ainsi, 
l’utilisation de cyclophosphamide à faible dose, d’anticorps anti-CD25 (ONTAK), ou 
d’ipilimumab sont autant de stratégies capables de diminuer le nombre ou d’inactiver les 
Tregs[116]. 
 
L’arsenic trioxyde est indiqué dans le traitement des patients atteints de leucémie 
promyelocytaire[182]. De plus, différentes études précliniques ont révélé qu’il était actif 
contre des tumeurs hématologiques et des tumeurs solides de différents types[183, 184] Bien 
que les mécanismes exacts de son effet antitumoral ne soient pas totalement élucidés, l’As2O3 
est reconnu comme un puissant inducteur de stress oxydant dans les cellules tumorales[47, 
48]. Les deux sources de production d’anion superoxyde résultant de l’exposition à l’As2O3 
sont la chaine respiratoire mitochondriale et la NADPH oxydase. Il a également été décrit que 
l’As2O3 augmentait la production intracellulaire de NO.  
Les conséquences du stress oxydant et nitrosant induit par l’As2O3 sur les cellules du 
microenvironnement et plus particulièrement sur les cellules de l’immunité n’ont pas été 
étudiées. Toutefois, des propriétés immunomodulatrices lui ont été découvertes récemment. 
en particulier dans un modèle lupique de souris MRL/lpr[185], dans le myélome [186] ou le 
cancer sein [130, 187]. L’hypothèse de notre travail était donc que la production de FRO 
induite par l’As2O3 ait des conséquences sur les cellules de l’immunité antitumorale, en 
particulier sur les Tregs.  
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 Principaux résultats Article I 
 
In vitro, l’As2O3 à doses croissantes (mais non toxiques pour les cellules tumorales 
CT26) a entrainé sur des splénocytes de souris saines une déplétion sélective des Tregs. Le 
traitement des splénocytes avec de l’As2O3 0.5µM et 1µM pendant 2 heures a en effet 
diminué le ratio Treg/TCD4 de 14.67% à 10.33% et 6.67% respectivement.  
In vivo, des souris implantées avec des tumeurs CT26 présentaient une augmentation du ratio 
Treg/TCD4 comparé aux souris saines. De plus, des souris avec tumeurs et injectées avec 
1mg/kg d’As2O3 ou avec 50mg/kg de cyclophosphamide ont présenté une diminution 
significative dans le ratio Treg/ TCD4 et dans le nombre absolu de Tregs, comparé à des 
souris contrôles injectées avec du PBS. L’As2O3 n’a pas modifié significativement le nombre 
des autres cellules immunosuppressives telles que les MDSCs, ou les pDCs ni le taux de 
cellules effectrices (cellules TCD4, TCD8 et B). 
La croissance tumorale était diminuée significativement chez des balb implantées avec des 
cellules CT26 recevant une seule dose d’As2O3 (1mg/kg), comparée aux souris traitées avec 
du PBS (p=0.0023), alors qu’aucun effet n’a été observé chez des souris nude. Ces résultats 
suggérent la nécessité d’un système immunitaire compétent pour observer l’effet antitumoral 
de l’As2O3 sur un modèle de carcinome colorectal murin. 
De plus, chez des souris implantées avec des cellules CT26 et traitées par As2O3, le transfert 
adoptif de splénocytes de souris traitées par As2O3 (splénocytes déplétés en Treg) a conduit à 
une diminution de la croissance tumorale, versus les groupes contrôle (splénocytes non 
déplétés ou absence de transfert adoptif). Les rates de souris traitées par As2O3 présentaient 
donc un niveau plus élevé d’immunité antitumorale comparées aux rates de souris non traitées. 
 
D’autre part, l’As2O3 a induit l’expression sélective de gènes pro-oxydants dans les Tregs. 
Dans les cellules CD4+CD25+, le traitement par As2O3 a causé une diminution de l’expression 
de 60% des gènes. Parmi les quelques gènes uprégulées, peuvent être cités les gènes pro-
oxydants :Nos2 (nitric oxide synthase 2), Sod1 (superoxide dismutase 1), Ccs (Copper 
chaperone for superoxide dismutase), noxo1 (NADPH oxidase organiser 1) et le gène pro-
apoptotique Fas. Au contraire dans les cellules CD4+CD25- les gènes pro-oxydants n’étaient 
pas uprégulés.  
Le rôle du stress oxydant dans l’action de l’As2O3 a été étudié également par cytométrie en 
flux. Après deux heures d’exposition, l’As2O3 a entrainé une augmentation significative de la 
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fluorescence du DAF2DA (indicatrices de l’accumulation  de NO) et de l’H2DCFDA (révélant 
une accumulation d’H2O2 et/ou de ONOO-) dans les cellules CD4+CD25+, mais pas dans les 
cellules CD4+CD25- . De plus les taux basaux d’H2DCFDA et DAF2DA étaient plus bas dans 
les cellules CD4+CD25- que dans les cellules CD4+CD25+. L’effet différentiel de l’As2O3 sur 
les Tregs versus les autres cellules CD4+ pourrait donc être lié aux différences dans le statut 
redox des cellules. 
Enfin, deux modulateurs du stress oxydant, le L-NAME (un inhibiteur de NO synthase) et le 
Mntbap (un mimétique de SOD) ont inhibé la déplétion des Tregs induite par l’As2O3 dans 
notre modèle murin de carcinome colorectal, révélant le rôle du stress oxydant dans ce 
phénomène.   
 
En conclusion, ces résultats montrent pour la première fois que de faibles doses d’As2O3 
peuvent retarder la croissance tumorale en diminuant le nombre de Tregs par un mécanisme 
lié à la production de FRO. Ils suggèrent que l’As2O3 pourrait être utilisé pour améliorer 
l’activité antitumorale d’immunothérapie chez des patients atteints de cancer. 
 
 
 
. 
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 Manuscrit Article I 
Arsenic trioxide exerts antitumor activity through Treg cell depletion mediated by 
oxidative stress in a murine model of colon cancer  
Soumis à Journal of Immunology 
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Abstract  
Immunotherapy is a promising antitumor strategy that can successfully be combined with 
current anticancer treatment. In this study, arsenic trioxide (As2O3) was shown to increase the 
antitumor immune response in CT26 colon tumor-bearing mice through the modulation of 
regulatory T cell (Treg) numbers. As2O3 induced Treg-selective depletion in vitro. In vivo, 
tumor-bearing mice injected with 1mg/kg As2O3 showed a significant decrease in the 
Treg/CD4 cell ratio and in absolute Treg cell count versus controls. As2O3 exerted antitumor 
effects only in immunocompetent mice and enhanced adoptive immunotherapy effects. 
Inhibition of As2O3-induced Treg depletion by the nitric oxide synthase inhibitor N(G)-nitro-L-
arginine methyl ester, and the superoxide dismutase mimic manganese [III] tetrakis-
(5,10,15,20)-benzoic acid porphyrin suggested that it was mediated by oxidative and 
nitrosative stress. The differential effect of As2O3 on Treg versus other CD4 cells may be 
related to differences in the cells’ redox status, as indicated by significant differences in 
2’7’dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) and 4,5-diaminofluorescein diacetate 
(DAF2-DA) fluorescence levels. In conclusion, these results show for the first time that low 
doses As2O3 can delay solid tumor growth by depleting Treg cells through oxidative and 
nitrosative bursts and suggest that As2O3 could be used to enhance the antitumor activity of 
adoptive immunotherapy strategies in human cancer. 
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Introduction 
Although immunotherapy represents a promising nontoxic anticancer strategy, the various 
treatment modalities employed so far in the clinical setting have resulted in only limited and 
sporadic success [188]. Several reports have suggested that combination therapies may 
produce synergistic antitumor responses and that some chemotherapeutic agents, rather than 
being immunosuppressive, can in act as potent adjuvants to either adoptive or active 
immunotherapy under certain conditions [189]. Currently, cyclophosphamide (CYP) 
represents the gold standard immunomodulatory chemotherapeutic drug, and the antitumor 
efficacy of its combination with immunotherapy has long been studied in preclinical models 
[173, 174, 190] and clinical trials [175].  
Several mechanisms have been investigated to explain this paradoxical phenomenon, and  
considerable importance has been attributed to the reduction of regulatory T cell (Treg) 
numbers and function, as observed in both mouse models [177],[176] and cancer patients 
[178]. Elevated Treg cell numbers have been observed in the blood and tumor tissues of a high 
proportion of cancer patients, a phenomenon that promotes tumor progression and adversely 
affect prognosis [119, 120]. The adverse effects of Treg cells on the immune response are 
underscored by the observation that depletion of Treg cells can enhance the efficacy of passive 
or active immunotherapy strategies. Use of low-dose cyclophosphamide, anti-CD25 
antibodies (ONTAK) or ipilimumab [116] to deplete or functionally inactivate Treg cells is 
currently in development or under clinical evaluation.  
Arsenic trioxide (As2O3) has shown substantial efficacy in the treatment of patients with 
newly diagnosed or relapsed acute promyelocytic leukemia [182]. In addition, preclinical 
studies have shown that a wide variety of malignancies, including hematologic cancer and 
solid tumors derived from several tissue types, are susceptible to therapy with As2O3. 
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Although the exact mechanisms of its antitumoral effect remain unclear, As2O3 has been 
recognized as a powerful inducer of oxidative stress in tumor cells [47, 48]. Recently, 
immunomodulatory properties of As2O3 have been described. For instance, As2O3 exerts 
therapeutic effects on lymphoproliferative and severe autoimmune disorders manifested in 
MRL/lpr mice [185] and enhances the immune response against myeloma cells or breast 
cancer cells [186, 187].  
In the current report, we demonstrate that As2O3 increases antitumor immune response in 
colon tumor-bearing mice through the modulation of Treg cell numbers. We also examine the 
consequences of As2O3-induced reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species 
(RNS) production on Treg cell numbers and the antitumor immune response in colorectal 
tumor-bearing mice. 
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Materials and methods 
Chemicals, antibodies and cell line 
All chemicals were obtained from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) except CYP which 
was obtained from Baxter (Endoxan, Baxter, Deerfield, IL, USA). Monoclonal antibodies 
(mAb) against mouse CD4-APC (GK1.5) and CD25-PE (PC61.5), and a regulatory T-cell 
staining kit (number 88-8118-40) including antibodies against mouse CD4-FITC (GK1.5), 
CD25-PE (PC61.5), foxp3-APC (FJK-16s) and a permeabilization buffer, were purchased 
from eBioscience (San Diego, CA, USA). The kit for mouse Treg cell isolation was purchased 
from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany). The mouse colon carcinoma cell line 
CT26 was obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and was cultured in Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, 
France). 
Animal studies 
BALB/c female mice between 6 and 8 weeks old were used (Iffa Credo, L’Arbresles, France). 
8-week-old female NUDE mice were purchased from Charles River Laboratories 
(L’Arbresles, France). Animals received human care in compliance with institutional 
guidelines. 
BALB/c or NUDE mice were injected subcutaneously with 5x105 CT26 cells diluted in 
DMEM without FBS. When tumors reached 30mm3 in size (seven days later for nude mice, 
and 10 days later for BALB/c mice), mice were injected once intraperitoneally (IP) with 
As2O3 1 mg/kg, CYP 50 mg/kg or with PBS.  
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In experiments testing the effects of oxidative stress modulators, mice were injected IP either 
with a superoxide dismutase mimic, manganese [III] tetrakis-(5,10,15,20)-benzoic acid 
porphyrin (MnTBAP) (10mg/kg per day) or were given per os a NO synthase inhibitor, N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (100mg/kg per day) for three days.  
Adoptive cell transfer experiments 
In adoptive cell transfer experiments, donor mice were CT26 tumor-bearing BALB/c animals. 
Those mice were sacrificed 10 days after CT26 injection and splenocytes were isolated as 
described below. The donor mice were given IP PBS or As2O3 7 days after tumor implantation. 
The recipient mice were a second set of BALB/c mice carrying a 10-day tumor, given As2O3 
or PBS five hours before receiving donor spleen cells intravenously (i.v) (3x107/mice). 
Transferred splenocytes were isolated from either untreated donor mice (control splenocyte 
group”) or As2O3-treated donor mice (Treg-depleted splenocyte group). Following a procedure 
previously described for determination of the immunomoludating effects of CYP [191], 
recipient mice were treated with As2O3 before receiving donor spleen cells in order to remove 
Treg cells. 
As negative controls, mice were injected with DMEM i.v. and PBS IP (control group), or 
with DMEM i.v. and As2O3 IP (As2O3 alone group) or with Treg-depleted splenocytes i.v. and 
PBS IP (Treg-depleted splenocyte alone group).  
Tumor growth 
BALB/c or NUDE mice were injected subcutaneously with 5x105 CT26 cells diluted in 
DMEM without FBS. When tumors reached 30mm3 in size, mice were injected once IP with 
either As2O3 1mg/kg or with PBS. Tumor size was measured with a Vernier caliper every 
three days. Tumor volume (TV) was calculated as follows: TV (mm3) = (LxW2)/2, where L is 
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the longest and W the shortest radius of the tumor. Results are expressed as the mean of tumor 
volume within each group. Tumor volumes were compared across treatment groups after each 
tumor size measurement, i.e. every three days. Five mice were treated in each group. 
Preparation of splenocytes from mouse spleens 
Spleens were collected, crushed, hemolyzed with 0.15mM ammonium chloride and 
centrifugated at 1200rpm for 10 minutes. Pellets were then suspended in RPMI medium 
supplemented with 10% FBS. The total number of splenocytes from each spleen was counted 
using a Malassez cell. For in vitro experiments, splenocytes from healthy BALB/c mouse 
were seeded (3x106/well) on 12-well culture plates and incubated for two hours with As2O3 
(0.125, 0.5 or 1 µM). 
Detection of Treg cells by flow cytometry  
Cell suspensions from spleens were prepared after hypotonic lysis of erythrocytes. Treg cells 
were labelled with anti-CD4-FITC (GK1.5), anti-CD25-PE (PC61.5) and anti-Foxp3-APC 
(FJK-16s) from the Treg cell staining kit obtained from eBiosciences, using manufacturer 
recommendations. Cells were subjected to analysis on a FACS Canto flow cytometer (BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA). Treg cells were recognized as CD4
+CD25+Foxp3+ cells. 
Assays of reactive oxygen and nitrogen species production in splenocytes and Treg cells  
Levels of cellular peroxynitrite (ONOO-) and/or hydrogen peroxide (H2O2) were assessed 
using flow cytometry by oxidation of the specific probe 2’7’dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (H2DCFDA). Cellular nitric oxide (NO) was measured by using 4,5-
diaminofluorescein diacetate (DAF2-DA).  
As previously described by Gupta et al [192], splenocytes were isolated from healthy BALB/c 
mice and suspended (1x107 cells/ml) in RPMI medium containing 5µM H2DCFDA or DAF2-
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DA for 20 min at 37°C. Then 3x106 cells/well were seeded on 12-well culture plates and 
incubated with or without 1 µM As2O3 for an additional two-hour period at 37°C. Cells were 
then washed twice with PBS, stained with monoclonal antibodies (mAb) against mouse CD4-
APC (GK1.5) and CD25-PE (PC61.5), and analyzed on a BD FACS canto flow cytometer. 
Treg cell purification  
Purification of CD4+CD25+ Treg cells was performed in a two-step procedure, according to the 
manufacturer’s instructions. Non-CD4+ cells were indirectly magnetically labeled with a 
cocktail of biotinconjugated antibodies and anti-biotin microbeads. Labeled cells were 
subsequently depleted by separation over a MACS® column. In the second step, CD4+CD25+ 
Treg cells were directly labeled with anti-CD25 coated microbeads and isolated by positive 
selection from the pre-enriched CD4+ T-cell fraction. The magnetically labeled CD4+CD25+ 
Treg cells were retained on the column and eluted after removal of the column from the 
magnetic field. 
Analysis of RNA isolation and nitric oxide signalling pathway  
RNA was purified from approximately 106 isolated CD4+CD25+ cells or CD4+CD25- cells 
using a RNeasy mini kit (Qiagen). RNA integrity was assessed spectrophotometrically and by 
electrophoresis on agarose gel. Reverse transcription (RT) was done using a RT2 First Strand 
Kit (SA Biosciences, Frederick, MD). Polymerase chain reaction (PCR) was performed using 
RT2 Profiler PCR Array PAMM-062, according to the manufacturer’s instructions on a 
Roche LightCycler 480 using RT2 Real-Time SYBR Green PCR Master Mix. The array 
evaluated the expression of 84 genes whose expression is controlled by or involved in 
signalling by nitric oxide. Samples from untreated and arsenic pretreated splenocytes were 
compared. For data analysis, the ∆∆Ct method was used with the aid of a Microsoft Excel 
spreadsheet containing algorithms provided by the manufacturer.  
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Statistical analysis 
Statistical analysis was performed on the means of data obtained from at least three 
independent experiments. All results are presented as means +/- the standard error of the 
mean (SEM). The student’s t test was used to compare statistical differences in the 
experimental values between two samples (GraphPad Prism, Graph Pad software, San Diego). 
A p value of 0.05 was considered statistically significant. 
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Results 
As2O3 induces selective Treg depletion in mice 
The in vitro effect of increasing concentrations of As2O3 on the proportion of Treg cells was 
first investigated in splenocytes obtained from healthy mice. As depicted in Figure 1A, 
treating splenocytes with 0.5 or 1µM As2O3 for 2 hours decreased the ratio of  Treg /CD4 cells 
from 14.67% in untreated cells to 10.33% (p=0.0044) and 6.67% (p=0.0011), respectively.  
Of note, 1 µM As2O3 did not induce in vitro cytoxicity against mouse colon carcinoma CT26 
cells (data not shown). 
The proportion of Treg cells in spleens obtained from CT26 tumor-bearing mice was then 
evaluated, and a significant increase in the ratio of Treg/CD4 cells was observed compared to 
healthy mice (p=0.0001) (Figure 1B). Furthermore, CT26 tumor-bearing mice injected with 
50mg/kg CYP or 1mg/kg As2O3 showed a significant decrease in the Treg/CD4 cell ratio 
(Figure 1B) and the absolute number of Treg cells (Figure 1C) compared to mice injected with 
PBS. Higher doses of As2O3 were not associated with more powerful effects. Therefore, the 
dose of 1mg/kg was used for the subsequent experiments. 
As2O3 did not significantly change the ratio of other immunosuppressive cells (i.e. myeloid 
derived suppressor cells [CD11b+GR1+ cells]) and plasmacytoid dendritic cells 
[CD11c+B220+ cells]) or effector cells including CD4 cells, CD8 cells and B cells (data not 
shown). These results show that low-dose As2O3 induces selective depletion of Treg cells in 
tumor-bearing mice.  
Antitumor effect of low-dose As2O3 is observed only in immunocompetent mice and enhances 
adoptive immunotherapy effects 
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Since Treg cell depletion induced by As2O3 enhanced the antitumor immune response, the 
antitumor effect of low-dose As2O3 was assessed in immunocompetent mice. Tumor growth 
was found to be delayed in BALB/c mice receiving a single dose of 1mg/kg As2O3 compared 
to mice treated with PBS (Figure 2A, p=0.0023 on day 26). In contrast, 1mg/kg As2O3 had no 
significant antitumor effect in athymic NUDE mice (Figure 2B), suggesting that a competent 
immune system was necessary for the As2O3 antitumor effect.  
In tumor-bearing recipient mice pre-treated with As2O3, adoptive transfer of  splenocytes from 
untreated tumor-bearing donor mice (“As2O3 + control splenocytes group”, Figure 2C) 
prevented the antitumoral effect of As2O3 treatment since no significant difference to the 
control group was observed (p=0.35). In contrast, in tumor-bearing recipient mice pre-treated 
with As2O3, adoptive transfer of splenocytes from As2O3 treated tumor-bearing donor mice 
(“As2O3 + Treg-depleted splenocytes group”) resulted in a significant decrease in tumor 
growth (p=0.007 versus control group; p=0.5 versus As2O3 + control splenocytes group) 
which was more pronounced than the effect obtained after treatment with As2O3 alone. 
Therefore, the spleens of As2O3-treated tumor bearers had an increased level of antitumor 
immunity compared to the spleens of control tumor bearers. 
As2O3 induces a specific gene expression profile in Treg cells 
The expression of 84 genes involved in oxidative and nitrosative stress pathways was assessed 
in CD4+CD25+ and CD4+CD25- cells with or without As2O3 treatment for two hours. In 
CD4+CD25+ cells, treatment with As2O3 was associated with downregulation of 50 genes 
(60%) (Figure 3A). The pro-oxidative genes Nos2 (Nitric oxide synthase 2), Sod1 
(Superoxide dismutase 1), Ccs (Copper chaperone for superoxide dismutase) and Noxo1 
(NADPH oxidase organizer 1), and the pro-apoptotic gene Fas were among the few genes that 
were upregulated (fold up regulation>1.3). 
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In CD4+CD25- cells treated with As2O3, 31 genes were downregulated (37%) and 41 genes 
were upregulated (49%). Ccng1 (cyclin G1), Prkaca (protein kinase cAMP dependent), and 
Med4 (mediator of RNA polymerase II transcription) were among the upregulated genes 
whose expression showed more than a three-fold increase, whereas pro-oxidative genes were 
not upregulated. Thus, As2O3 selectively induces the expression of pro-oxidative genes in Treg 
cells.   
As2O3 induces NO and ROS accumulation in the Treg cell population but not in other T cells 
To assess the role of oxidative stress in Treg depletion induced by As2O3, we first examined 
the effect of As2O3 on the production of reactive oxygen and nitrogen species in splenocytes 
by flow cytometry. After a two-hour exposure to As2O3, the cellular accumulation of NO as 
assessed by DAF2-DA fluorescence was increased in CD4
+CD25+ cells (p=0.025), but not in 
CD4+CD25- cells (Figure 4A). Similarly, As2O3 induced a nearly two-fold increase of 
H2DCFDA fluorescence in CD4
+CD25+ cells, indicative of H2O2 and/or ONOO- 
accumulation, but not in CD4+CD25- cells (Figure 4B). Representative dot plots of DAF2-DA 
and H2DCFDA fluorescence in Treg cells with or without As2O3 treatment are shown in Figure 
4C and 4D, respectively. Furthermore, H2DCFDA and DAF2-DA basal levels were lower in 
CD4+CD25- cells than in CD4+CD25+ cells and remained lower after As2O3 treatment 
(Figures 4A and B).  
These results suggest that As2O3 could be more toxic to Treg cells than conventional T cells 
because of an increased basal oxidative and nitrosative stress in this population, and that 
specific As2O3 Treg cytotoxicity could be mediated by oxidative and nitrosative stress. 
As2O3-induced Treg depletion is mediated by ROS and RNS accumulation 
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To further investigate the role of reactive oxygen and nitrogen species in mediating As2O3-
nduced Treg depletion, CT26 tumor-bearing BALB/c mice previously injected with As2O3 
were treated with the oxidative stress modulators MnTBAP and LNAME. In mice treated 
with MnTBAP, a superoxide dismutase mimic that prevents superoxide and peroxynitrite 
accumulation (Figure 5C), As2O3-induced Treg depletion was inhibited (p=0.0055; Figure 5A). 
Similarly, LNAME, a NO synthase inhibitor that decreases NO accumulation, inhibited 
As2O3-induced Treg depletion (Figure 5B). Together, these results suggest a key role for 
ONOO- in Treg depletion induced by As2O3 (Figure 5C). 
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Discussion 
We report here for the first time that As2O3 can deplete Treg cells through oxidative and 
nitrosative bursts, thus improving the antitumor immune response and enhancing adoptive 
immunotherapy effects in cancer-bearing mice.  
Multiple immunotherapy strategies for colorectal carcinoma are currently under preclinical 
and clinical evaluation [193]. Immunotherapy usually has to face strong mechanisms of 
immune escape induced by tumors. To increase the efficacy of immunotherapy strategies, it is 
potentially interesting to explore therapeutic interventions that exploit tolerogenic processes 
such as those induced by Treg cells in tumor-bearing hosts [194]. In this context, it has been 
shown that low-dose CYP decreases the number of Treg cells [176, 193] and can enhance the 
antitumor activity of adoptively transferred T cells as well as tumor vaccines [189]. However, 
CYP may exert a toxic effect on other lymphocyte populations which could attenuate its 
immunostimulatory effect. In addition, long-term administration of CYP has been associated 
with an increased risk of acute leukemia and bladder cancer. 
We observed that As2O3 induces selective depletion of Treg cells both in vitro and in vivo. In 
agreement with previous studies, we first showed that tumor-bearing mice displayed an 
increased proportion of Treg cell within the CD4 cell population, contributing to immune 
escape [104]. Indeed, As2O3 induced depletion in Treg population to levels observed in healthy 
mice. Low-dose As2O3 was found to have antitumor effect in a colon cancer mice model that 
is related to Treg depletion. Adoptive cell transfer experiments showed that As2O3 is able to 
restore the activity of adoptive immune cells from donor mice and thus enhance their 
antitumor potential. At least two previous studies have shown that As2O3 is able to enhance 
the immune response against myeloma and breast cancer cells [186, 187]. In these studies, 
As2O3 increased the cytotoxicity of lymphokine-activated killer cells (LAK). Treg cells were 
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not specifically explored, but they are well known to affect the antitumor activity of effector 
cells [104]. 
In our hands, the immunostimulatory effects of As2O3 were observed with concentrations of 
0.5 to 1µM, levels that were not cytotoxic to CT26 colon carcinoma cells. Similarly, previous 
studies have shown that 1µM As2O3 is able to induce antitumor immune response, while only 
doses higher than 2µM can induce tumor cells apoptosis [186, 187]. In another study, the IC50 
of As2O3 against prostate and ovarian cancer cell lines was around 5µM [184]. In vivo, doses 
of As2O3 ranging from 2 to 6.5mg/kg/day for one to six weeks were found necessary to treat 
solid tumors [195]. Such high doses are probably not clinically achievable without severe side 
effects due to As2O3 toxicity. In contrast, we showed here that a single dose of 1mg/kg As2O3 
delayed tumor growth by enhancing the antitumor immune response and adoptive 
immunotherapy effects in mice. The immunologic effect of low-dose As2O3 appears to be 
related to the high sensitivity of Treg cells to the drug. 
Finally, we showed that Treg depletion induced by As2O3 was mediated by the generation of 
reactive oxygen and nitrogen species. Previous studies have observed that As2O3 was able to 
induce the intracellular accumulation of superoxide anion. Disruption of the mitochondrial 
respiratory chain and membrane NADPH oxidase activation by As2O3 have been proposed as 
sources of superoxide anion [57, 170, 171]. It has also been reported that As2O3 is able to 
increase cellular production of nitrite oxide [168]. As illustrated in Figure 5C, superoxide 
dismutases catalyse the dismutation of superoxide in hydrogen peroxide, which is converted 
in H2O by catalase and glutathione peroxidase. Superoxide anions may also react with NO to 
form peroxinitrite, one of the most toxic radicals. We showed that in Treg cells, As2O3 
increases the fluorescence of H2DCFDA, which could be related to the accumulation of H2O2 
and/or ONOO-. Our data strongly suggest that Treg depletion induced by As2O3 is related more 
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to peroxynitrite production than to hydrogen peroxide production, since it was inhibited by 
the NO synthase inhibitor L-NAME and by the superoxide dismutase mimic MnTBAP. Thus, 
Treg depletion induced by As2O3 is related to superoxide and nitrite oxide production resulting 
in ONOO- accumulation. In contrast, As2O3 failed to induce significant NO and ONOO
- 
accumulation in non-Treg CD4 cells. Differences in the effect of As2O3 on Treg and other CD4 
cells could be related to differences in the redox status of these cells. The threshold of toxicity 
could be more easily reached in Treg cells after As2O3 exposure because of higher basal levels 
of NO and ONOO- in these cells and overwhelming of antioxidant defences. This redox-based 
differential effect of As2O3 has previously been observed in acute promyeolocytic leukemia 
cells [196]. It has been proposed that the high susceptibility of PML cells versus other cancer 
cells to arsenic cytotoxity is related to higher basal activity of NADPH oxidase, inducing 
basal oxidative stress.  
In conclusion, we show for the first time that low doses of As2O3 are able to delay solid tumor 
growth by depleting Treg cells. Our results offer a new opportunity to use low doses of As2O3 
to enhance the antitumor activity of adoptive immunotherapy strategy in human cancer.  
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Footnotes 
Abbreviations used in this paper: 
As2O3: Arsenic trioxide 
Treg : Regulatory T cell 
CYP : cyclophosphamide 
ROS : reactive oxygen species 
RNS : reactive nitrogen species 
H2O2 : hydrogen peroxide 
ONOO-: peroxynitrite 
NO: nitric oxide 
H2DCDA: 2’7’dichlorodihydrofluorescein diacetate  
DAF2-DA : 4,5-diaminofluorescein diacetate 
L-NAME : N(G)-nitro-L-arginine methyl ester 
MnTBAP: manganese [III] tetrakis-(5,10,15,20)-benzoic acid porphyrin 
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Figure 1: Effect of low-dose As2O3 on Treg numbers in mice in vitro and in vivo 
(A) in vitro effects of As2O3 on the CD4+CD25+foxp3+ cells/CD4+ T cell ratio. Splenocytes isolated 
from healthy BALB/c mice were incubated for two hours with As2O3 (0.125, 0.5 and 1µM). Cells 
were then washed twice with PBS, stained with monoclonal antibody against mouse CD4-APC and 
mouse CD25-PE, and analyzed by flow cytometry.  
(B,C) in vivo effects of As2O3 in CT26 tumor-bearing mice on the ratio of CD4+CD25+foxp3+ 
cells/CD4+ T cells (B), and on CD4+CD25+foxp3+ absolute cell numbers (C). BALB/c mice were 
injected with 5x105 CT26 cells diluted in DMEM without FBS (except for mice from the “control 
group” that were injected SC with DMEM without FBS only). Ten days later, the mice were injected 
IP with a single dose of As2O3 1mg/kg, CYP 50mg/kg or PBS. After three days, spleen cells were 
isolated, stained with a mouse regulatory T-cell staining kit and analyzed by flow cytometry. Five 
mice were treated in each group and similar results were obtained in two independent experiments. *, 
0.01<p<0.05; **, 0.001< p<0.01; ***, 0.0001<p<0.001. 
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Figure 2: Antitumor effect of low-dose As2O3 in CT26 tumor-bearing mice  
Immunocompetent BALB/c mice (A) or NUDE mice (B) were injected SC with 5x105 CT26 cells 
diluted in medium. When tumors reached a size of 30mm3 (seven days later for NUDE mice and 10 
days later for BALB/c mice), the mice were injected IP with a single dose of 1 mg/Kg As2O3. Tumor 
size was measured with a Vernier caliper every three days. (C) Effects of As2O3 and adoptive 
immunotherapy on tumor growth: Donor mice were given IP PBS or As2O3 seven days after tumor 
implantation, then sacrified three days later and their splenocytes isolated. Recipient mice were 
carrying a 10-day tumor and were given As2O3 or PBS five hours before receiving donor spleen cells 
(3x107/mice i.v.). In recipient mice treated with As2O3, the adoptive transfer of splenocytes was 
obtained from either untreated mice (“control splenocytes”) or As2O3 treated mice (“Treg-depleted 
splenocytes”). As negative controls, mice were injected with DMEM i.v. and PBS IP (control group), 
DMEM i.v. and As2O3 IP (As2O3 group), or with splenocytes i.v. and PBS IP (Treg-depleted splenocyte 
group). Tumor size was measured with a Vernier caliper every three days 
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Figure 3: RT-PCR array analysis of mouse nitric oxide signalling pathway: Scatter plot 
CD4+CD25+ (A) and CD4+CD25- cells (B) were isolated and treated with As2O3 or PBS for two hours. 
RNA was purified from approximately 106 isolated CD4+CD25+ cells or CD4+CD25- cells, reverse 
transcription (RT) was undertaken using a RT2 First Strand Kit and Polymerase chain reaction (PCR) 
was performed using an RT2 Profiler PCR Array. Samples from untreated and arsenic pretreated 
lymphocytes were compared. 
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Figure 4: Cellular ROS and RNS accumulation in splenocytes exposed to As2O3 
Cellular H2DCDA (H2O2 and/or ONOO-) (A) and DAF2-DA (NO) (B) fluorescence in CD4+CD25+ 
cells or CD4+CD25- cells exposed to As2O3 1µM or PBS for two hours. Spleen cells were incubated 
for 30 minutes with either 5μM H2DCFDA or 5μM DAF2-DA in medium and centrifugated. Cells 
were then stained with monoclonal antibody against mouse CD4-APC and CD25-PE and analyzed by 
flow cytometry. *, 0.01<p<0.05, **, 0.001<p<0.01. Representative dot plots of DAF2-DA (C) and 
H2DCFDA fluorescence (D) in CD4+CD25+ cells treated or not with As2O3 were shown. 
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Figure 5: Oxidative stress modulator effects on As2O3-induced Treg depletion   
BALB/c mice were injected SC with 5x105 CT26 cells diluted in medium. Ten days later, mice were 
injected IP with a single dose of As2O3 1mg/Kg. Mice were injected IP with MnTBAP 10 mg/kg per 
day (A) or were given per os LNAME 100mg/kg per day (B) for three days. After three days, mice 
were sacrificed, splenocytes were isolated and stained with a mouse regulatory T-cell staining kit and 
analyzed by flow cytometry. *, 0.01<p<0.05, **, 0.001<p<0.01. (C) Inhibition of the effect of As2O3 
by L-NAME and MnTBAP suggests a potential role of peroxynitrite in the effects of As2O3 on Treg 
depletion.  
 97 
  
 Discussion Article 1 
Nous avons montré pour la première fois que l’As2O3 peut diminuer le nombre de Tregs via 
le stress oxydant, améliorant ainsi la réponse immunitaire antitumorale et les effets du 
transfert adoptif de lymphocytes dans un modèle murin de carcinome colorectal. 
Différentes stratégies d’immunothérapies antitumorales ont été développées dans le traitement 
du carcinome colorectal mais doivent souvent faire face aux puissants mécanismes 
d’échappement développés par les tumeurs[193]. Les tumeurs détournent en effet des acteurs 
du système immunitaire pour se protéger contre la réponse immunitaire[194]. Dans ce but, 
elles induisent par exemple le recrutement de cellules immunosuppressives telles que les 
lymphocytes T régulateurs, dont la fonction habituelle consiste en la régulation de 
l’inflammation[194]. Par conséquent, une diminution du nombre de Tregs peut être une 
stratégie intéressante pour améliorer l’efficacité des traitements par immunothérapie. Dans ce 
contexte, le cyclophosphamide à faible dose s’est révélé diminuer le nombre de Tregs[176] et 
améliorer l’efficacité antitumorale du transfert adoptif de cellules T ou de vaccins 
antitumoraux[189].  
Nous avons observé que l’As2O3 causait une diminution des Tregs in vitro et in vivo. Nous 
avons d’abord confirmé les résultats d’études antérieures qui montraient que les souris 
implantées avec des tumeurs CT26 présentaient une augmentation de la proportion de Tregs 
par rapport aux cellules TCD4, phénomène contribuant à l’échappement immunitaire [104]. 
D’autre part, l’As2O3 à faible dose a induit une diminution du nombre de Tregs et un effet 
antitumoral dans un modèle de carcinome colorectal de souris. Le transfert adoptif de cellules 
a montré que l’As2O3 était capable de restaurer l’activité de cellules immunitaires transférées 
à partir de souris donneuses et d’augmenter leur potentiel antitumoral. 
Deux études avaient suggéré la participation de l’As2O3 à l’amélioration de la réponse 
immunitaire antitumorale, en particulier contre des cellules de myélome ou de cancer du 
sein[186, 187].  Dans ces études, l’exposition à l’As2O3 conduisait à une augmentation de la 
cytotoxicité de LAK (lymphokine activated killer) sur des lignées de cellules myélomateuses 
ou de carcinome mammaire humain. Les Tregs n’étaient pas explorés mais ils sont connus 
pour affecter l’activité antitumorale des cellules effectrices[104]. 
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Dans notre étude, les effets immunomodulateurs de l’As2O3 ont été observés à des 
concentrations de 0.5 à 1µM, qui ne sont pas cytotoxiques pour des cellules CT26 de 
carcinome colorectal. De la même façon, différentes études ont montré qu’1µM d’As2O3 
pouvait induire une réponse antitumorale, alors que des doses supérieures à 2µM conduisaient 
à l’apoptose des cellules tumorales[186, 187]. Dans une autre étude, l’IC50 de l’As2O3 sur des 
lignées cellulaires de cancer de prostate et d’ovaire se situait aux alentours de 5µM[184]. In 
vivo, des doses allant de 2 à 6.5 mg/kg/j pendant une à 6 semaines étaient nécessaires pour 
traiter des carcinomes hépatocellulaires[195]. De telles doses ne sont  pas atteignables en 
clinique sans observer des effets indésirables sévères liés à l’As2O3. Nous montrons au 
contraire, qu’une seule dose d’1 mg/kg d’As2O3 retarde la croissance tumorale en améliorant 
la réponse immunitaire antitumorale et l’effet d’une immunothérapie passive chez la souris.  
Enfin, nous avons observé que la diminution du nombre de Tregs induite par l’As2O3 passait 
par la production de formes réactives de l’oxygène et de l’azote. La production d’anion 
superoxyde[170] et l’accumulation de NO[168] causées par l’As2O3 sont bien connues. Nous 
avons montré ici que dans les Tregs, l’As2O3 augmentait la fluorescence de l’H2DCFDA, 
révélatrice de l’accumulation d’H2O2 ou d’ONOO-. Nos données suggèrent que l’effet de 
l’As2O3 sur les Tregs serait lié à la production de peroxynitrite. Il est en effet inhibé par le L-
NAME, un inhibiteur de NO synthase (qui diminue la production de NO et donc d’ONOO-) et 
par le MntBAP un mimétique de superoxyde dismutase (qui transforme l’anion superoxide en 
H2O2 et diminue ainsi la production d’ONOO-). La diminution du nombre de Tregs par 
l’As2O3 serait donc liée à une production de superoxyde et de NO résultant en une 
accumulation d’ONOO-. 
Au contraire, l’As2O3 n’a pas pu induire d’accumulation de FRO dans les cellules 
CD4+CD25-. Les différences observées entre l’effet de l’As2O3 sur Tregs et les autres cellules 
TCD4 pourraient être liées à une différence dans leur statut redox basal. Le seuil de toxicité 
pourrait être atteint plus rapidement dans les Tregs après exposition à l’As2O3, étant donné les 
niveaux plus élevés de NO et ONOO- intracellulaires comparés aux autres cellules TCD4 et 
un dépassement des structures anti-oxydantes. Cet effet différentiel en fonction du statut 
redox a déjà été observé dans des cellules de leucémie promyélocytaires[196]. En effet il avait 
été suggéré que la haute sensibilité à l’As2O3 des cellules leucémiques comparées aux autres 
cellules cancéreuses était liée à leur activité NADPH oxydase basale supérieure à l’origine 
d’un stress oxydant accentué[196]. 
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Nous avons donc montré pour la première fois que de faibles doses d’As2O3 pouvaient 
retarder la croissance tumorale en diminuant le nombre de Tregs. Afin de confirmer ce 
nouveau mécanisme d’action de l’As2O3 sur les Tregs, de nouvelles expérimentations sont en 
cours en particulier dans d’autres modèles tumoraux. Une des perspectives cliniques ouvertes 
par ces résultats est l’utilisation de l’As2O3  comme immunomodulateur, afin d’améliorer 
l’activité antitumorale de stratégies d’immunothérapie adoptive chez des patients atteints de 
cancer. 
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Article II L’effet bystander de la vinorelbine altère la réponse immunitaire antitumorale 
 Introduction Article II 
 
Au-delà de l’effet cellulaire direct, la production de FRO par les cellules tumorales peut être à 
l’origine d’effet sur les cellules avoisinantes. C’est l’effet « bystander » ou « de voisinnage » 
dont le nom emprunté à la thérapie génique fait en général référence au fait de tuer plusieurs 
types de cellules tumorales alors qu’un seul type cellulaire est ciblé. L’effet « bystander » 
désigne la capacité d’un agent thérapeutique à exercer un effet cellulaire sur des cellules qui 
n’y ont pas été directement exposées mais qui sont situées au voisinage immédiat de cellules 
exposées[197]. Dans le domaine des thérapeutiques anticancéreuses, un tel effet a été montré 
in vitro avec les radiations ionisantes [198, 199] et plus récemment avec le paclitaxel [181], le 
5-fluoro-uracile [200] et la mitomycine C[201]. Les techniques utilisées pour étudier cet effet 
in vitro étaient généralement des techniques de coculture ou de transfert de milieu entre 
cellules traitées et non traitées. 
Différents mécanismes à l’origine de l’effet bystander induit par les radiations ionisantes ont 
été décrits, dont la signalisation médiée par les cytokines, la transduction du signal par la voie 
des MAPKs et NF-κB et la  production de FRO[199]. Ainsi, le lien stress oxydant et effet 
bystander a été clairement démontré dans le domaine des radiations ionisantes[202]. Des 
cellules bystander cocultivées avec des cellules irradiées présentaient des taux plus élevés de 
dommages chromosomiques, d’oxydation protéique et de peroxydation lipidique, associés en 
particulier à une diminution de l’activité des enzymes anti-oxydantes [202]. De la même 
façon pour les chimiothérapies antitumorales, le paclitaxel a augmenté, in vitro, la production 
de FRO en activant la NADPH oxydase (NOX) membranaire. L’augmentation de la 
concentration extracellulaire des FRO a causé des dommages létaux aux cellules cancéreuses 
non exposées au paclitaxel, par deux méthodes différentes de coculture, où les cellules 
bystander étaient différentiées des cellules traitées par un marquage fluorescent ou 
radioactif[181]. Cet effet bystander toxique était accentué par la CuZnSOD qui convertit 
l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène et annulé par la catalase, qui élimine le 
peroxyde d’hydrogène. Ces éléments signent donc le rôle pivot des FRO dans l’effet 
bystander[181].  
 
 101 
 La plupart des études ont ciblé l’effet bystander dirigé contre les cellules tumorales voisines 
et on porté moins d’attention aux cellules du microenvironnement tumoral. L’effet bystander 
pourrait avoir des conséquences sur un certain nombre de types cellulaires du 
microenvironnement tumoral tels que les lymphocytes. Ainsi, une diminution significative de 
la viabilité cellulaire concomitante avec une augmentation des concentrations intracellulaires 
d’H2O2, d’O2°- et de gluthathion a été observée dans des lymphocytes incubés avec du milieu 
d’échantillons irradiés de 0.5 à 3Gy, par rapport aux lymphocytes non exposés[203].  
Nous avons donc émis l’hypothèse que l’effet bystander de chimiothérapies antitumorales 
telle que la vinorelbine, un agent ciblant les microtubules, pourrait avoir par le biais du stress 
oxydant des conséquences sur les cellules tumorales mais aussi sur les cellules de l’immunité 
avoisinant la tumeur.  
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 Principaux résultats Article II 
Par des méthodes de coculture, l’effet bystander de la vinorelbine sur les cellules A549 a 
d’abord été étudié. L’effet bystander observé était surtout cytostatique (diminution du nombre 
de cellules A549 marquées au CMFDA cocultivées avec des cellules A549 prétraitées par 
vinorelbine). L’effet bystander cytotoxique de la vinorelbine sur les cellules A549 (révélé par 
le double marquage CMFDA/PI+) était moins marqué mais significatif. 
Concernant les conséquences in vitro de cet effet bystander sur les leucocytes, l’exposition de 
cellules A549 à la vinorelbine a entrainé un effet bystander cytostatique sur les CMSPs 
humains in vitro. En effet, le nombre de CMSPs mortes à cause de leur coculture avec des 
cellules A549 prétraitées par la vinorelbine était supérieur de 33% à celles tuées pas des 
cellules A549 non prétraitées (p=0.003). 
De plus, nous avons montré que lorsque des cellules A549 prétraitées par vinorelbine étaient 
injectées à des souris immunocompétentes, la prolifération des splénocytes ex vivo parmi les 
cellules tumorales irradiées était diminuée de 27% comparée à celle de souris injectées avec 
des cellules A549 non traitées. (p=0.03).  
Enfin, in vivo, les expériences réalisées chez des souris Nude implantées avec des tumeurs 
A549 ont montré que le transfert adoptif de splénocytes de souris immunisées n’était pas 
capable de retarder la croissance tumorale quand des cellules A549 prétraitées par vinorelbine 
étaient utilisées pour l’immunisation. 
Concernant les mécanismes impliqués, l’effet bystander de la vinorelbine causait une 
diminution du nombre de cellules effectrices incluant les lymphocytes TCD8 et les 
lymphocytes B mais ne modifiait pas le nombre de cellules immunosuppressives (Tregs, 
MDSCs, et pDC). L’effet sur les cellules effectrices était inhibé par le mangafodipir, un 
mimétique de SOD, suggérant un rôle du stress oxydant dans l’effet bystander de la 
vinorelbine. Ce rôle du stress oxydant était aussi mis en évidence par spectrofluorimétrie car 
après une heure d’exposition à la vinorelbine, les cellules A549 présentaient une 
augmentation du niveau de fluorescence de l’H2DCFDA, révélatrice d’une accumulation 
d’H2O2 et/ou d’ONOO-, ainsi que du niveau de fluorescence du DHE, révélatrice d’une 
accumulation d’anion superoxyde. L’accumulation de NO, évaluée par la fluorescence du 
DAF2DA, était quant à elle augmentée après 24h d’exposition. 
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L’inhibition de l’effet bystander cytostatique sur les CMSPs par le L-NAME, un inhibiteur de 
NO synthase, et par le mangafodipir, un mimétique de SOD révèlait un rôle clé du 
peroxynitrite.  
En conclusion, l’exposition des cellules cancéreuses à la vinorelbine altère la réponse 
immunitaire antitumorale par un effet bystander médié par les FRO.  
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 Manuscrit Article II 
Bystander effect of vinorelbine alters antitumor immune response  
International Journal of Cancer 2010 Sep 
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 Discussion Article II  
Nous avons montré pour la première fois qu’une exposition préalable de cellules cancéreuses 
à la vinorelbine altérait la réponse immunitaire tumorale via un effet bystander médié par les 
FRO. 
Nous avons d’abord observé que l’exposition de cellules de carcinome pulmonaire humain 
A549 à la vinorelbine induisait un effet bystander sur les cellules tumorales non traitées 
avoisinant la tumeur in vitro. Cet effet était surtout cytostatique : la  vinorelbine diminuait de 
62% la prolifération des cellules voisines non exposées mais n’augmentait que légèrement la 
mort cellulaire. Ces résultats confirment ceux observés concernant l’effet bystander induit par 
le paclitaxel[181], le 5- Fluorouracile[200] ou la mitomycine C[201]. 
Néanmoins, il est difficile de détecter un effet bystander antitumoral in vivo, et sa relevance 
clinique pour inhiber la croissance tumorale reste donc à vérifier. Martin et al désignent 
comme effet « abscopal » l’effet bystander observé à distance chez l’animal[204]. Ainsi, chez 
des souris présentant des tumeurs sous cutanées, des taux élevés de dommages de l’ADN 
étaient observés dans des organes distants de la tumeur. Les cellules immunitaires étaient 
impliquées dans cet effet bystander à distance induit par les cellules tumorales, car les souris 
CCL2 null ne présentaient pas d’augmentation du niveau de dommages de l’ADN dans les 
organes distants. Ces résultats indiquent que les monocytes et/ou macrophages joueraient un 
rôle important dans l’induction par effet bystander des dommages de l’ADN des souris avec 
tumeurs [205]. 
Nous avons posé l’hypothèse que l’effet bystander induit par la vinorelbine pouvait affecter 
non seulement les fonctions des cellules tumorales avoisinantes mais aussi  celles des cellules 
immunitaires infiltrant la tumeur. En effet, nous avons observé une diminution de 33% du 
nombre de CMSPs cocultivées avec des cellules A549 prétraitée par la vinorelbine. De plus, 
nous avons montré que l’injection IV à des souris de cellules A549 préalablement exposées à 
la vinorelbine était associée à une diminution de la prolifération des splénocytes de souris 
après une re-stimulation in vitro par les mêmes cellules cancéreuses. Finalement les 
expériences in vivo chez des souris Nude implantées avec des tumeurs A549 ont montré que 
des splénocytes immunisés contre les cellules A549 n’étaient pas capables de retarder la 
croissance tumorale quand des cellules A549 prétraitées par la vinorelbine étaient utilisées 
pour l’immunisation. Cette observation peut être expliquée par la captation des cellules A549 
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par la rate et par l’effet bystander de ces cellules sur les splénocytes spécifiques des cellules 
A549. 
L’effet immunosuppresseur des chimiothérapies est maintenant bien connu. Certaines d’entre 
elles telles que le methotrexate ou les agents alkylants à haute dose ont des effets toxiques 
directs sur les lymphocytes[206]. Au contraire, des études cliniques ont suggéré que les agents 
ciblant les microtubules (incluant vinca-alcaloides et taxanes) ne conduisaient pas à des 
altérations permanentes des fonctions immunitaires[207]. Nous avons donc décrit ici un 
nouveau mécanisme par lequel un agent ciblant les microtubules, la vinorelbine, pourrait 
spécifiquement altérer les fonctions des cellules immunitaires infiltrant la tumeur, par un effet 
toxique contre les cellules effectrices antitumorales. Cet effet bystander pourrait augmenter la 
taille tumorale et l’invasion, étant donné les récentes études révélant le lien entre 
échappement immunitaire local, invasion métastatique et faible survie des patients[208]. 
Enfin, nous avons montré que l’effet bystander de la vinorelbine sur les cellules immunitaires 
avoisinant la tumeur était médié par la production de FRO et FRN. Comme pour le paclitaxel, 
un autre agent ciblant les microtubules, nous avons montré que la vinorelbine induisait 
l’accumulation d’anion superoxyde et de NO. Yamada et al avaient également observé une 
augmentation de la production de FRO dans des cellules endothéliales porcines[209]. L’effet 
bystander  serait essentiellement lié au peroxynitrite puisque nous avons montré qu’il était 
inhibé par un inhibiteur de NO synthase, le L-NAME et par un mimétique de SOD, le 
mangafodipir. La catalase, qui détoxifie l’H2O2, n’a pas eu d’effet significatif sur l’effet 
bystander de la vinorelbine. 
Ces résultats sont en accord avec les études antérieures qui ont montré que l’effet bystander 
des radiations ionisantes était inhibé quand les cellules étaient traitées avec un inhibiteur de 
NO synthase[210]. Nos données suggèrent donc que l’anion superoxyde et le NO produit dans 
les cellules traitées par vinorelbine réagissent ensemble pour produire du peroxynitrite qui 
conduit à l’effet bystander sur les cellules voisines. Dans ce contexte, notre équipe avait 
démontré au préalable que le mangafodipir pouvait augmenter l’effet antitumoral in vivo du 
paclitaxel chez la souris immunocompétente[142]. En résumé, ces données suggèrent que le 
mangafodipir pourrait être utilisé en association avec une chimiothérapie antitumorale pour 
restaurer les fonctions immunitaires et améliorer l’effet antitumoral. En conclusion, nos 
résultats permettent d’envisager l’utilisation de modulateurs du stress oxydant pour restaurer 
 115 
la réponse immunitaire antitumorale chez des patients traités par vinorelbine ou d’autres 
agents antitumoraux avec un effet bystander similaire.  
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 CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 
  
Notre travail a permis de mettre en évidence que le stress oxydant, en plus de son effet 
connu sur les cellules tumorales, a des conséquences sur les cellules du microenvironnement 
tumoral. Ainsi, des modulateurs du stress oxydant peuvent agir sur le micro-environnement, et 
spécialement sur les cellules immunitaires et ainsi influer significativement sur le 
développement tumoral. Nous avons développé deux modèles très différents afin d’étudier ce 
phénomène. 
 
Nous avons d’abord montré que le stress oxydant induit par des modulateurs du stress 
oxydant tels que le trioxyde d’arsenic a des conséquences sur les cellules immunitaires. Il 
conduit en effet à une diminution du nombre de lymphocytes T régulateurs et participe ainsi à 
l’amélioration de la réponse immunitaire antitumorale.  
Ce  travail offre plusieurs perspectives. 
- L’effet observé de l’As2O3 sur les lymphocytes T régulateurs mérite d’être étudié dans 
d’autres modèles murins de tumeurs afin de définir s’il s’agit d’un phénomène général 
ou spécifique de ce modèle. De plus, l’effet observé sur les Tregs isolés de la rate 
mériterait d’être confirmé sur les Tregs infiltrant la tumeur. Cette étude peut être 
menée sur des coupes de tumeurs de souris implantées avec des cellules de carcinome 
CT26 par immunohistochimie avec des anticorps anti –foxp3. 
- Ensuite, les résultats observés sur des lymphocytes T murins doivent être confirmés 
sur des lymphocytes T humains de patients atteints de cancer (par exemple provenant 
de l’ascite de patientes atteints de cancer de l’ovaire). La différence entre les statuts 
oxydants des Tregs et des lymphocytes T conventionnels pourrait ainsi être confirmée. 
On pourrait aussi envisager d’étudier l’effet de l’As2O3 ex vivo sur les Tregs de 
patients atteints de cancer.    
- Une perspective clinique intéressante à envisager par la suite est l’étude de l’effet de 
l’As2O3 utilisé en combinaison avec des stratégies d’immunothérapie antitumorale 
chez des patients atteints de cancer. 
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D’autre part, nous avons observé que l’effet bystander résultant du stress oxydant induit 
par un agent antitumoral, la vinorelbine, a des conséquences sur le microenvironnement 
tumoral. Dans ce travail, l’effet observé était un effet local toxique contre les cellules 
immunitaire effectrices voisines de la tumeur et qui pourrait donc spécifiquement altérer les 
fonctions des cellules immunitaires infiltrant la tumeur. Un modulateur du stress oxydant, le 
mangafodipir, inhibait cet effet, permettant ainsi de restaurer la réponse immunitaire 
antitumorale locale.  
 
Cet effet bystander toxique de la vinorelbine sur les cellules de l’immunité est en 
contradiction avec la revue publiée par L. Galluzzi et al sur l’immunostimulation induite par 
un certain nombre d’agents antitumoraux [211]. Ces effets a priori contradictoires peuvent 
premièrement s’expliquer par la spécificité de notre modèle qui étudie l’effet bystander local 
induit par la vinorelbine sur les leucocytes voisins de la tumeur. Deuxièmement, il est vrai que 
de nombreux travaux ont démontré récemment qu’en plus de leurs propriétés cytotoxiques, de 
nombreux agents antitumoraux avaient la capacité de stimuler le système immunitaire et dans 
certains cas de provoquer une mémoire immunitaire facilitant l’éradication tumorale [212]. Il 
n’en reste pas moins difficile de conclure qu’en pratique les agents antitumoraux sont 
uniquement « immunostimulants » et qu’il faut par conséquent les combiner avec 
l’immunothérapie. En effet, un certain nombre d’agents antitumoraux sont connus pour leurs 
effets immunosuppresseurs et les conséquences générales résultant de ces deux effets opposés 
sur les cellules de l’immunité sont difficiles à prédire. Elles varient très probablement en 
fonction de la thérapie antitumorale concernée. 
 
Concernant les perspectives ouvertes par ce travail, il est difficile d’étudier la relevance 
clinique de ce phénomène. Chez des patients atteints de tumeurs pulmonaires traités par 
vinorelbine, il faudrait par exemple comparer les bases oxydées de l’ADN des lymphocytes 
de l’infiltrat tumoral par rapport à ceux d’un ganglion sain. Pour cela, il faudrait que ces 
patients soient traités par vinorelbine en monothérapie et avant chirurgie, ce qui est peu 
fréquent en pratique clinique. 
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L’effet « local » des FRO induits par la vinorelbine et l’effet systémique des FRO 
induits par l’As2O3 ont donc des conséquences différentes sur l’immunité antitumorale. 
L’explication la plus probable de ces résultats discordants réside probablement dans « l’effet 
paradoxal des FRO ». En effet, la compréhension du rôle des FRO dans l’oncogénèse et la 
progression tumorale a nettement progressé. Cependant, partant de ce constat, il peut paraitre 
paradoxal que l’utilisation d’antioxydants ne conduisent pas à une diminution de l’incidence 
des cancers. L’administration d’antioxydants à des patients atteints de cancer traités par 
chimiothérapie antitumorale est même déconseillée [213]. L’effet paradoxal des FRO rend 
donc difficile l’utilisation de modulateurs du stress oxydant qui serait efficace dans tous les 
modèles, chez tous les patients ou avec tous les traitements[214]. L’explication la mieux 
admise de l’effet paradoxal est que l’effet biologique des FRO est dépendant de la nature des 
FRO, de leur concentration, de la durée d’exposition. Ainsi, sur des lymphocytes exposés à 
des concentrations croissantes de Paraquat qui induit la production d’anions superoxyde, de 
faibles concentrations conduisaient à une augmentation de la prolifération, alors que des 
concentrations supérieures à 30 μM induisaient une apoptose [215]. La durée d’exposition au 
stress oxydant semble également engendrer des conséquences différentes. Un stress oxydant 
prolongé entraîne une activation plus intense et durable des JNK qui induirait l’apoptose 
tandis qu’une activation transitoire et faible induirait plutôt la prolifération[216]. 
 
Une perspective de ces travaux est d’étudier l’effet du peroxynitrite (ONOO-) sur les 
processus moléculaires d’activation lymphocytaire. En effet un rôle clé du peroxynitrite a été 
suggéré dans nos travaux, en particulier dans l’effet bystander de la vinorelbine où il 
interagirait avec l’activation lymphocytaire. Or le peroxynitrite extracellulaire ne pénètre pas 
les membranes. Etant donné l’effet connu du peroxynitrite sur les fonctions des protéines (par 
la nitration des tyrosines en particulier), une hypothèse pourrait être l’interaction du 
peroxynitrite avec les processus moléculaires d’activation des lymphocytes. En effet il a été 
montré qu’une exposition courte des cellules T humaines au peroxynitrite entrainait une 
phosphorylation de la chaine CD3 du complexe TCR[217], et que la production de 
peroxynitrite affectait négativement l’immunité médiée par les cellules T[131].  
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Enfin, la tendance actuelle consiste en le développement de thérapies antitumorales 
personnalisées en fonction de l’expression de gènes cibles, de signalisation cellulaire ou du 
profil protéomique des tumeurs. Il existe de la même façon, une réelle nécessité d’identifier 
des biomarqueurs prédictifs de l’efficacité des modulateurs du stress oxydant. Différentes 
approches peuvent être développées, qui ciblent, pour la plupart, les systèmes antioxydants : 
 Les polymorphismes génétiques d’enzymes antioxydantes, telles que la 
MnSOD [218] ou la Gluthathion S Transférase sont particulièrement étudiés 
[219].  
 D’autres biomarqueurs plasmatiques, tels que la S-gluthonylation des 
inhibiteurs de sérine protéase, pourraient également permettre de prédire la 
réponse à des agents modulateurs du stress oxydant [220]. 
 Enfin, l’état oxydant local par analyse immunohistochimique de protéines 
antioxydantes au sein de la tumeur peut être un bon indicateur prédictif de la 
réponse aux anthracyclines [221]. 
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 ANNEXE 
Article III 
Tumor invasion induced by oxidative stress is dependent on membrane ADAM 9 protein 
and its secreted form 
International Journal Of Cancer Aug 2011 
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